海洋性珪藻細胞におけるCO₂/NH₃フラックス制御および鉄応答機構の解析 by 松井 啓晃 & Hiroaki Matsui
 理工学研究科 
2019 年 3 月 
博士論文 
 
 
 
海洋性珪藻細胞における CO2 / NH3フラックス制御 
および鉄応答機構の解析 
 
 
 
 
松田研究室 
松井 啓晃 
（生命科学専攻）  
  
 
  
  
   
    
   
   
  
  
  
  
   
    
   
  
  
  
  
  
   
  
  
  
  
  
   
   
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
  
    
  
  
   
   
   
    
     
    
   
   
   
   
   
   
    
   
   
   
   
   
   
  
   
   
   
   
   
     
   
   
 
 
 
 
  
    
  
  
   
   
   
    
     
    
   
   
   
   
   
   
    
   
   
   
   
   
   
  
   
   
   
   
   
     
   
  
 
 
 
 
  
    
  
  
   
   
   
    
     
    
   
   
   
   
   
   
    
   
   
   
   
   
   
  
   
   
   
   
   
     
   
  
 
  目次
略号一覧 3
図表一覧 5
第一章  緒論 8
第二章  海洋性珪藻 Thalassiosira pseudonana   における鉄飢餓応答の解析 18
2-1  序論 18
2-2  材料及び方法 20
 2-2-1   試薬類および機器類 20
 2-2-2   細胞および培養条件 20
 2-2-3   鉄制限人工海水の作製 20
 2-2-4 +Fe  から–Fe  への細胞の順化 21
 2-2-5   全 RNA   の抽出 21
 2-2-6 RT-PCR  による鉄応答性候補遺伝子の半定量的発現解析 23
 2-2-7  細胞および培養・順化条件 24
 2-2-8   鉄応答性プロモーター領域の単離 24
 2-2-9   鉄応答性プロモーター解析用コンストラクトの作製 24
 2-2-10 T. pseudonana  の形質転換と選抜法 26
 2-2-10a   タングステン微粒子の調製 26
 2-2-10b   マクロキャリアの作製 26
 2-2-10c Microprojectile Bombardment   と一次選抜法 26
 2-2-10d EGFP  発現形質転換体のスクリーニング                                                          26 
 2-2-11 EGFP  蛍光強度の定量的測定                                                                                  27 
 2-2-12 RT-qPCR  を用いた鉄飢餓応答性プロモーターの解析 27 
 2-2-13   目的遺伝子の定量的発現解析 28 
 2-2-14   鉄添加実験 28 
 2-2-15  鉄濃度測定法 29 
2-3  結果 30 
 2-3-1   鉄応答性候補遺伝子の発現量解析 30 
 2-3-2   鉄応答性プロモーター解析用コンストラクト作製 31 
 2-3-3 FTR  プロモーター解析用コンストラクトの形質転換効率 35 
 2-3-4   予測プロモーター領域のプロモーター活性の評価 35 
 2-3-5 RT-qPCR  を用いた鉄飢餓応答性プロモーターの解析 39 
 2-3-6   鉄飢餓応答性プロモーターの光または CO2  応答の確認 40 
 2-3-7  鉄スラグを用いた鉄飢餓応答性の解析 42 
2-4  考察 46 
 1
 
  
   
   
   
   
   
   
    
   
   
   
   
   
   
   
    
   
     
   
   
   
   
  
    
   
  
  
   
   
   
    
   
  
 
第三章  海洋性珪藻におけるアクアポリンの探索および機能解析 49
3-1  序論 49
3-2  材料及び手法 51
 3-2-1  細胞培養条件 51
 3-2-2 AQP  系統解析 51
 3-2-3  全 RNA  抽出 56
 3-2-4  定量的 RT-PCR 56
 3-2-5  細胞内アクアポリン局在解析用および過剰発現体作製用コンストラクト作製 59
 3-2-6  珪藻形質転換法 60
 3-2-7  共焦点レーザー顕微鏡を用いた局在解析 61
 3-2-8 EGFP  タンパク質発現確認 61
 3-2-8a  細胞の回収とサンプル調整 61
 3-2-8b  タンパク質量定量 61
 3-2-8c SDS-PAGE  およびウェスタンブロッティング 62
 3-2-9 CO2  膜透過速度測定 62
 3-2-10  アンモニア膜透過速度測定 63
 3-2-11  パルス振幅変調 (PAM)  を用いたクロロフィル蛍光測定 64
3-3  結果 65
 3-3-1  珪藻 AQP  候補遺伝子探索 65
 3-3-2 AQP  系統解析 65
 3-3-3  珪藻 AQP  機能予測 68
 3-3-4   珪藻 AQP  候補タンパク質の細胞内局在解析 69
 3-3-5   珪藻 AQP   候補遺伝子の転写応答性解析 (RT-qPCR) 71
 3-3-6   二酸化炭素透過速度測定 (MIMS) 72
 3-3-7   アンモニア透過速度測定 74
 3-3-8   光合成活性測定 76
 3-3-9 PtAQP2G  による無機炭素取り込み速度測定 77
 3-3-10  クロロフィル蛍光測定 78
 3-3-11  グルタミン合成阻害実験 80
3-4  考察 81
第四章  総合考察 88
謝辞 92
参考文献 93 
 2
 
 
3 
 
略号一覧 
 
AQP: aquaporin 
ar/R: aromatic and arginine  
Air: 0.04% (v/v) CO2 
ATP: adenosine triphosphate 
BSA: bovine serum albumin 
CA: carbonic anhydrase  
CCM: CO2–concentrating mechanism 
CCMP: Center for Culture of Marine Phytoplankton (culture collection) 
CEV: chloroplast envelope  
CER: chloroplast endplasmic reticulum 
ΔpH: proton-motive force 
DIC: dissolved inorganic carbon 
DMSO: dimethyl sulfoxide 
DNA: deoxyribonucleic acid 
EGFP: enhanced green fluorescent protein  
ER: endplasmic reticulum 
EST: expressed sequence tag 
F/2ASW: half-strength of Guillard’s F artificial seawater 
FBP: ferrichrome binding protein 
fcp: fucoxanthin chlorophyll a/c binding protein gene 
Fld: flavodoxin 
FTR: iron permease 
gapC2: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrofgenase gene 
GC: gas chromatography 
GFP: green fluorescent protein 
GIP: GlpF-like intrinsic protein  
Glpf: glycerol facilitator  
HIP: hybrid intrinsic protein  
HNLC: High-Nutrient, Low-Chlorophyll 
HRP: horseradish peroxidase 
IRE: iron responsive element  
Isi: iron starvation induced protein 
K0.5: half saturation constant 
LHC: light-harvesting pigment-binding proteins  
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LIP: large intrinsic protein 
MIMS: membrane inlet mass spectrometry  
MIP: major intrinsic protein  
Nat: nourseothricin dihydrogen sulfate 
NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NIP: NOD26-like intrinsic protein 
NOD: nodulin 
NPA: asparagine-proline-alanine 
NPQ: non-photochemical quenching 
O.D.: optical density 
ORF: open reading frame 
PAM: Pulse Amplitude Modulation 
PCR: polymerase chain reaction 
Pmax: maximum rate of photosynthesis 
PS: photosystem  
RACE: rapid amplification of the cDNA ends 
RNA: ribonucleic acid 
RT: reverse transcription 
Rubisco: ribrose-1,5-bisphospate carboxylase / oxygenase 
PIP: plasma membrane intrinsic protein  
qPCR: quantitative polymerase chain reaction 
SD: standard deviation 
SDS: sodium dodecyl sulfate 
SIP: small, basic intrinsic protein  
SLC: solute carrier protein 
TCA: tricarboxylic acid 
TIP: tonoplast intrinsic protein;  
Tm: melting temperature 
TM: trans-membrane  
Tris: 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 
UTEX: University of Texas (culture collection) 
WT: wild type 
XIP: uncategorized X intrinsic protein  
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第一章 緒論 
1-1 海洋性珪藻 
海洋性珪藻は、光独立栄養型の真核藻類であり、地球上の水圏で最も広域に生
息している生物の一つである (Werner, 1977; Round et al., 1990)。20 世紀末の衛星
観測技術の発達により、海洋性珪藻が地球全体の炭素固定の 20%を担うと推算
された。このデータは、海洋性珪藻が海洋における炭素、ケイ素、窒素などの無
機物サイクル（生物ポンプ）を担う生物種であることを示した (Treguer et al., 
1995; Field et al., 1998; Smetacek, 1999; Falkowski et al., 2000)。種の分類としての
珪藻は、褐藻などと同じ分類に属し、ハプト藻類およびクリプト藻類を含む大き
な生物群を形成する (Cavalier-Smith, 2004)。さらに、紅藻由来の葉緑体を持つ二
次共生生物群は、渦鞭毛藻の分類であるアルベオラータ上門とまとめて、クロム
アルベオラータと呼ぶ (Cavalier-Smith, 2004; Keeling, 2009)。クロミスタ界に分
類される藻類は、光合成色素としてクロロフィル a/c 、カロテノイドの β-カロ
テン、キサントフィルとして、フコキサンチン、ディアディノキサンチン、ディ
アトキサンチンなどを有する。その葉緑体はユニークな特徴を有し、緑色植物、
緑藻および紅藻などと同様の 2 重の葉緑体胞膜 (chloroplast envelope: CEV) に加
えて、その外側に葉緑体 ER (chloroplast endoplasmic reticulum: CER) を 2 重、計
4 重の胞膜構造を形成する。そして、ER 外膜は核膜と連結した核葉緑体連合を
形成する。これらの特徴は、祖先の真核生物が別の真核藻類を取り込み、二次共
生を経て成立した光合成生物である痕跡と推測されている (Figure 1-1; Ludwig 
and Gibbs, 1985; McFadden and Gilson, 1995; Falkowski et al., 2004)。また、ゲノム
および Expressed Sequence Tags (EST) プロジェクトによって、二次共生した紅藻
や緑藻だけでなく、動物や陸上植物と一部類似した遺伝子、さらには全く相同性
の無い遺伝子群を保持していることも確認された (Armbrust et al., 2004; Montsant 
et al., 2005)。以上のことから、海洋性珪藻は、独自の進化を辿ってきた非常に興
味深い生物と言える。 
 
  
Figure 1-1 Four-layered membrane 
structure of the chloroplast in diatom 
cell. 
Chloroplast, Ch; chloroplastic endoplasmic 
reticulum, CER; chloroplast envelope, 
CEV; plasmamembrane, PM; nucleus, N; 
mitochondrion, Mt; vacuole, V. 
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1-2 海洋における鉄飢餓と珪藻 
上項で述べたように、海洋性珪藻は広く海域に分布する。しかしながら、リン
や窒素などの栄養分が豊富に存在するにもかかわらず、珪藻をはじめとする
様々な植物プランクトンの光合成活性の低い海域が存在する。High-Nutrient, 
Low-Chlorophyll (HNLC) 海域と呼ばれるこの海域は、東部太平洋赤道域、南極
海、北太平洋亜寒帯域などで確認されている。これらの HNLC 海域が形成され
る原因として現在最も有力な説は、海水表層の鉄欠乏が植物プランクトンの生
育を制限するという Martin の鉄仮説である (Martin et al., 1994)。鉄は地殻中で 4
番目に豊富な元素である一方、海水中では数 nM レベルという超微量しか存在
しない。この原因の一つは、pH 8.0 付近の海水中で鉄は 3 価の状態で安定化し
て不溶性となり、海底に沈殿することである。さらに、鉄が陸から河川を経由し
て海に流れ込む際に、沿岸付近で粘土粒子や生物の作った粒子状物質に吸着（ス
キャベンジング）されてしまい、外洋まで運ばれる量は極端に減少する。したが
って、外洋の鉄は黄砂のような塵として大気から供給されるが、HLNC 海域では
大陸から遠く離れているために鉄が飛散しない。以上の根拠から、Martin は
HNLC 海域における鉄不足が植物プランクトンの生育を制限するという仮説を
提唱した (Martin et al., 1994)。実際に、赤道太平洋ガラパゴス沖、オーストラリ
ア南方の南極海、北西北太平洋などの HNLC 海域に鉄を散布すると、海面表層
のバイオマスが爆発的に増加し、海水中の二酸化炭素、窒素、ケイ素などの量が
急激に減少することが報告された (Coale et al., 1996; Boyd et al., 2000; Tsuda et al., 
2003)。この報告を受け、鉄が植物プランクトンの生育に大きく寄与するのであ
れば、大量の鉄を海域に散布することで、光合成による炭素固定を飛躍的に増大
し、地球温暖化ガスを低減する可能性が提示された。しかし、現実には鉄の不足
している海域の特定が難しいため、全海域における鉄濃度の測定およびマッピ
ングを完了させる必要がある。現在、海水中の鉄濃度測定には Inductively Coupled 
Plasma Mass Spectrometer (ICP-MS) が用いられているが、この手法では設備と試
料の前処理に大きなコストと手間がかかる。さらに、水溶液中の鉄原子を全てイ
オン化するため、形態別に鉄分子の定量が困難である。これは、生物種により利
用可能な鉄の形態は異なるため、問題となる。また、不用意に鉄散布を行うと神
経毒、ドウモイ酸を産生する海洋性珪藻、Pseudonitzschia 属のみが爆発的に増殖
し、海産物および人的被害が懸念される (Trick et al., 2010)。つまり、海洋一次生
産者が必要としている形態を適切な量散布しなければならない。より詳細な鉄
応答機構の解析と、簡便な鉄飢餓判別ツールが必要である。そこで微細藻類の鉄
飢餓応答性プロモーターを用いたバイオレポーターが注目された。 
1988 年、藍藻 Synechococcus sp. PCC 7942 の flavodoxin をコードする遺伝子 isiB 
(iron stress inducible）の上流にクロロフィル結合タンパク質をコードする isiA が
10 
 
存在し、鉄飢餓ストレスに応答するオペロンが発見された (Laudenbach and 
Straus, 1988; Leonhardt and Straus, 1992)。そして、isiAB 上流から鉄応答性プロモ
ーターPisiAB が単離され (Leonhardt and Straus, 1992)、常温性発光細菌 Vibrio 
harveyi のルシフェラーゼ遺伝子 luxAB を結合することで淡水の鉄飢餓バイオレ
ポーターが作製された (Durham et al., 2002)。2006 年には、PisiAB に加え、新た
な鉄応答性プロモーターPirpA (iron-regulated protein) もしくは PmapA (membrane 
associated protein)、それぞれ luxAB と結合することで PisiABと PirpAは 0.4 nM、
PmapA は 100 µM の鉄濃度まで判別可能な鉄飢餓バイオレポーターが作製され
た (Hassler et al., 2006)。これらの鉄飢餓バイオレポーターは、実際にアメリカ五
大湖の鉄濃度が低い領域の判別に有効に機能した (McKay et al., 2005; Porta et al., 
2005)。2007 年には、Synechococcus sp. PCC 7002 において、PisiAB を luxAB に連
結させた海水の鉄飢餓バイオレポーターが開発され、バルト海および北太平洋
亜寒帯域の HNLC 海域から採取した海水、最小濃度 12.6 nM で最も強く発光を
示した (Boyanapalli et al., 2007)。しかし、海水中で植物プランクトンが利用でき
る鉄の形態は種によって異なると推測されていることから、海洋における優占
種である海洋性珪藻を用いた鉄飢餓バイオレポーターが必要となる。 
 
1-3 生物の鉄獲得機構 
 鉄の供給が不足すると生物の生育は大きく制限される。これは、鉄が生体内で
鉄－硫黄クラスターもしくはヘムの形で重要な代謝に関与するためである。例
えば、光合成や呼吸の電子伝達系に関与するシトクロムや、窒素固定に必要な硝
酸・亜硝酸還元酵素、そして活性酸素種の分解酵素のsuperoxide dismutase: SOD、
カタラーゼおよびペルオキシダーゼなどは鉄を画乳している (藤永太一郎、
2005)。そこで、生物は効率の良い鉄獲得機構を発達させた。 
真核生物の鉄獲得モデルは、酵母 Saccharomyces cerevisiae で詳細に研究され
ている。酵母細胞膜上には 3 つの酵素、ferric reductase (FRE)、ferroxidase (FET)、
および iron permease (FTR) が存在する。まず FRE によって、様々な形態の複合
体や錯体を形成している 3 価鉄を 2 価の鉄イオンに還元し、これを FET が 3 価
の鉄イオンに酸化、そして鉄輸送体 FTR が細胞内に輸送する (Dancis et al., 
1990; Eide, 1998; Kosman, 2003)。鉄を添加せず培養することで、これらの酵素の
発現量は増加し、細胞内への鉄輸送を活性化する (Dancis et al., 1992; Askwith et 
al., 1994; Georgatsou and Alexandraki, 1994)。また、酸化還元を行わず natural 
resistance associated macrophage protein (NRAMP) と呼ばれる 2 価金属輸送体が、
直接 2 価鉄イオンを輸送する経路も存在する (Cellier et al., 1995)。ヒトやマウス
などの動物においては、ferritin に鉄イオンを蓄積することが知られている 
(Harrison and Arosio, 1996)。さらに、鉄イオンと結合する transferrin が、腸からの
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鉄の吸収や、古くなった赤血球を再利用する (Hentze et al., 2004)。肝臓発現性ペ
プチドホルモン、hepcidin は鉄輸送膜タンパク質の ferroportin と結合することで
血中鉄濃度を一定に保つことが報告されている (Abboud and Haile, 2000)。興味
深いことに、哺乳類 transferrin 様のタンパク質は緑藻 Dunaliella salina において
も同定されており、Dunaliella では哺乳類方の鉄獲得機構を有する可能性も考え
られている (Fisher et al., 1997)。 
海洋性珪藻 Phaeodactylum tricornutum および Thalassiosira. pseudonana のゲノ
ム解析を受けて、S. cerevisiae の鉄応答遺伝子のオルソログが探索された。その
結果、P. tricornutum では FRE、T. pseudonana では FRE、FET、FTR、および NRAMP
の相同配列が発見された (Kustka et al., 2007)。先行研究として、T. pseudonana の
酵母型の鉄獲得候補遺伝子の転写量解析を行った結果、FRE、FET、および 
NRAMP は恒常的に転写され、3 価鉄輸送体である FTR のみが鉄飢餓特異的に転
写誘導された (松井修士論文、2012)。一方、P. tricornutum では、FET、FTR、お
よび NRAMP 相同遺伝子が存在しないため、異なる培養条件下で発現した mRNA
をまとめた、Expressed sequence tag (EST) データベース (Maheswari et al., 2005) 
から、鉄応答性遺伝子の探索を行った。その結果、P. tricornutum において機能不
明の iron starvation induced protein (isi) が複数見つかった。そのうち、isi2A およ
び isi3 は生育環境が鉄飢餓条件に移行したばかりの生育抑制を受ける前に転写
量が増加したのに対し、isi1 の転写量は鉄飢餓ストレスを感知し、生育に影響を
与え始めたと考えられる時期以降に増加した。このことから前者は細胞外の鉄
飢餓、後者は細胞内の鉄飢餓に対する応答機構である可能性が示唆された 
(Yoshinaga et al., 2014)。 Isi 以外には ferrichrome binding protein l (FBP1) と
flavodoxin (Fld) 遺伝子の転写量が増加した。Ferrichrome は siderophore の一種で
あることから、鉄獲得を促進する可能性が高いと考えられる (Yoshinaga et al., 
2014)。その後、2015 年には、P. tricornutum の細胞膜上に鉄を吸着するタンパク
質 iron-starvation-induced proteins 2A (ISIP2A) が同定された (Morrissey et al., 2015)。
そして 2018 年、McQuaid らが、PtISIP2A 欠損細胞を用いた鉄獲得の阻害を証明
したことで、珪藻の ISIP2Aが 3価鉄と結合して細胞内に輸送する Phytotransferrin
であることを示した (McQuaid et al., 2018)。系統解析の結果、Phytotransferrin は
緑藻、紅藻、渦鞭毛藻、クリプト藻、ハプト藻、およびストラメノパイルに広く
保存されていたことから、微細藻類における主要な鉄輸送経路であることが示
唆された。 
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1-4 海洋における無機炭素獲得 
鉄以外にも光合成の律速因子は存在する。一般的に、海水では溶け込んだ二酸
化炭素が高塩、高 pH 環境のために、重炭酸イオンへと即座に変換され、光合
成への供給が滞ってしまう (Matsuda et al., 2001; Zeebe and Wolf-Gladrow, 2001)。
そのため、海洋性珪藻は、二酸化炭素と重炭酸イオンの両方を取り込む仕組みを
発達させた (Colman and Rotatore, 1995; Rotatore et al., 1995; Korb et al., 1997; 
Burkhardt et al., 2001; Rost et al., 2003; Giordano et al., 2005; Trimborn et al., 2008)。
Phaeodactylum tricornutum は、ナトリウムイオン依存的に solute-carrier (SLC) 4 
輸送体によって重炭酸イオンを細胞内に取り込み、葉緑体内で炭酸脱水酵素 
(CA) の作用により重炭酸イオンから二酸化炭素へ変換する。そして、葉緑体内
Rubisco により炭素固定するというモデルが提唱されている  (Nakajima et al. 
2013)。一方で、細胞外 CA を用いた、無機炭素取り込みメカニズムの存在も示
唆されている。CA が二酸化炭素から重炭酸イオンへと変換を瞬時に触媒し、拡
散による取り込みが考えられている (Nimer et al., 1997; Burkhardt et al., 2001; 
Martin and Tortell, 2008; Hopkinson et al., 2011; Hopkinson, 2014; Samukawa et al., 
2014)。さらに、SLC 輸送体が阻害剤 (diisothiocyano-2,2ʹ-stilbenedisulfonic acid, 
DIDS) によって無機炭素輸送を阻害することを利用し、さまざまな珪藻種を用
いて無機炭素取り込み測定が行われた結果、DIDS 非感受性の種類が存在した 
(Tsuji et al., 2017)。以上の結果から、海洋生珪藻は SLC 輸送体を用いて重炭酸イ
オンのみを炭素固定に使用しているわけではなく、細胞外 CA によって無機炭
素の変換を生じさせ、細胞内へ取り込む経路も有していると考えられた。しかし
ながら、これまでに珪藻において他の無機炭素輸送体は見つかっていない。 
 
1-5 無機栄養輸送としてのアクアポリン 
無機炭素輸送体の候補として、動物や高等植物において二酸化炭素の透過性
が示されたチャネルタンパク質であるアクアポリンが挙げられる。アクアポリ
ン (AQP) は初めてウシの水晶体において同定された major intrinsic protein: MIP 
から研究が始まり (Gorin et al., 1984)、現在ではほとんどの生物種に保持されて
いる、小分子透過性を有するチャネルタンパク質である。しかし、これまで水環
境において水チャネルの必要性が疑問視されていたため、水生生物における
AQP の機能はほとんど調べられていない。ゲノム解読が完了したことで、微細
藻類においてもアクアポリンホモログの存在が示されていた (Anderberg et al., 
2011)。しかし、実際の生体内において機能を有するのか否かは疑問であった。 
AQP は、動物、植物、酵母、およびバクテリアなど、様々な生物種で機能解
明が行われてきた。構造的特徴としては、Figure 1-2 に示すように 6 回膜貫通 α
ヘリックス (TM1-TM6) を持ち、膜を隔てて 5 つのループを形成 (LA-LE)、そ
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してアスパラギン‐プロリン‐アラニン (NPA) がループ B とループ E にそ
れぞれ 1 つずつ配置され、水分子を分子サイズ特異的に通過する孔を形成する 
(Sui et al., 2001)。これらが Figure 1-3 のように 4 量体を形成することで、中央に
水以外の小分子透過性をもつ孔を形成する (Otto et al., 2010)。また、多くの AQP
ファミリータンパク質には芳香族アミノ酸 aromatic and arginine: ar/R 領域が保存
されており、基質特異性を決定する上で重要となる (Beitz et al., 2006)。ar/R 領域
は 4 つの特定領域に位置するアミノ酸残基を指し、1 つ目は 2 番目のヘリックス
構造 (H2)、2 つ目は 5 番目のヘリックス構造 (H5)、3 つ目は 5 番目のループ 
(LE) に位置する NPA 前、その後に 4 つ目としてほぼ不変なアルギニンが存在す
る (Sui et al., 2001)。ヒト AQP では、ar/R 領域がフェニルアラニン‐ヒスチジン
‐システイン‐アルギニン  (F-H-C-R) であるのに対し、大腸菌 Escherichia 
coli の glycerol facilitator: Glpf （グリセロポリン）は、その ar/R 領域がスレオニ
ン‐グリシン‐フェニルアラニン‐アルギニン (T-G-F-R) であることから、孔
のサイズ形成に関与して、水かグリセロールかの選択的透過性を決定する重要
な領域と考えられている (Fu et al., 2000; Sui et al., 2001; Hub and de Groot, 2006)。 
  
Figure 1-2 Structure of AQP. 
 A. The six transmembrane domain 1-6 (TM1-
TM6) line with three extracellular loop A, 
loop C, and loop E and intracellular loop B and 
loop D on the membrane. NPA motifs are 
shown in white ovals; ar/R residues are shown 
in grey squares. B. The NPA motifs form the 
pore in AQP monomer. (Hove and Bhave, 
2011)   
  
  
 
 
Figure 1-3 Tetramer structure of AQP. 
Each monomer contains a water pore. The 
central pore is formed with the tetrameric 
structure of AQP.
(Yu et al., 2006) 
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1-6 陸上植物 AQP 
陸上植物では、細胞内局在およびタンパク質の特徴から複数の名称がつけら
れている。細胞膜局在型 (plasma membrane intrinsic protein, PIP); 液胞膜局在 
(tonoplast intrinsic protein, TIP); ノジュリン様タンパク質 (NOD26-like intrinsic 
protein, NIP); small, basic intrinsic protein (SIP); GlpF-like intrinsic protein (GIP); 
hybrid intrinsic protein (HIP); uncategorized X intrinsic protein (XIP) があげられる。
これらの AQPタンパク質ファミリーは単に水を透過して浸透圧調整するだけで
なく、物理的もしくは生物的ストレス応答やそのシグナル伝達、種形成、光合成、
栄養輸送、さらには重金属毒性耐性といった代謝にも影響する  (Forrest and 
Bhave, 2007; Maurel et al., 2008)。輸送基質は水以外にも、二酸化炭素 (Uehlein et 
al., 2003) やアンモニア (Niemietz and Tyerman, 2000) などのガス分子、またホウ
酸 (Dordas et al., 2000) やグリセロール、もしくは尿素 (Ishibashi et al., 1994) の
ような非極性小分子を通す。これらの一次配列を比較した結果、一部の AQP フ
ァミリー間で ar/R 領域が保存されていた。例えば、二酸化炭素透過性を有する、
タバコ NtAQP1、シロイヌナズナ AtPIP1;2、およびオオムギ HvPIP2;1 の ar/R 領
域は F-H-T-R として保存されていた。続いて、アンモニア透過性が確認されたコ
ムギの TaTIP2;1, TaTIP2;2、およびシロイヌナズナの AtTIP2;1, AtTIP2;3 は ar/R
領域が H-I-G-R であった。また、ケイ酸輸送が報告された、コメ OsNIP2;1, 
OsNIP2;2、オオムギ HvNIP2;1、およびコムギ ZmNIP2;1, ZmNIP2;2 は G-S-G-R と
なっていた (Hove and Bhave, 2011)。ただし、同じ基質透過性を有していても、
細胞内局在が異なる AQP ファミリー間では、その ar/R 領域は異なる。実際に、
アンモニア透過性を持つエンドウマメ GmNOD26 の ar/R 領域は W-V-A-R であ
り、コムギとシロイヌナズナとは異なっている (Hove and Bhave, 2011)。したが
って、ar/R 領域からの基質予測は、構造が類似している AQP 同士では参考にな
るが、全く異なる二次構造をとる場合は、当てはまらない可能性が高い。 
 
1-7 藻類 AQP について 
微細藻類の AQP は、2004 年 Andercaらによって緑藻 Chlamydomonas reinhardtii 
にグリセロール輸送チャネル CrMIP1 が存在することが報告された (Anderca et 
al., 2004)。その後、2011 年 Anderberg らが、動物および陸上植物での AQP 解析
を受けて、藻類 AQP 相同配列を網羅的に探索し、NPA モチーフ、ar/R 領域、
および C 末端の相同性からクラス分けを行った。その結果、MIPA から MIPE ま
での 5 つに分類され、それぞれの透過基質が予測された。MIPA は、水、尿素、
またはアンモニア; MIPB はグリセロールもしくは水; MIPC、不明; MIPD 水もし
くはグリセロール; MIPE は水、となっている (Anderberg et al., 2011)。さらに、
2014 年には、Khabudaev らによって珪藻ゲノムデータベース用いた AQP 相同配
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列の探索が行われた。その結果、バクテリア GIP ファミリー、高等植物 SIP フ
ァミリー、および珪藻独自のクレードを形成する Large Intrinsic protein (LIP) フ
ァミリー、それぞれに分類される AQP 相同配列が発見された (Khabudaev et al., 
2014)。系統樹解析から、LIP は SIP との類似性が示されたが、そもそも SIP の機
能がほとんど分かっていない。 
 
1-8 AQP 生理的機能解析 
陸上植物における生理的機能解析の例としては、タバコの NtAQP1 を過剰発
現すると炭素固定量が増加、また RNAi によるノックダウンによって炭素固定
量が低下したことが報告された (Uehlein et al., 2003)。さらに、アニオンチャネル
の一つである SLOW ANION CHAANNEL-ASSOCIATED1 (SLCA1) が PIP2;1 と 
CA と連動して CO2透過制御に働くことも示された (Wang et al., 2016)。アンモ
ニア透過性については、高等植物の根の細胞膜のアンモニア透過性を制御する
ことで細胞内に蓄積した有害なアンモニアを排出する無益回路に関与している
可能性が考えられている (Coskun et al., 2013)。無益回路とは、見かけ上は生体エ
ネルギー、ATP や NADPH を利用して物質の取り込みもしくは放出することを
繰り返す、一見無駄に見える回路のことを指すが、実際には、過剰な還元力によ
って活性酸素を産出しないための防御機構と考えられている。そのため、アンモ
ニア透過性を制御することで、チラコイド膜におけるプロトン濃度勾配を維持
すると考えられている。過剰なアンモニアが葉緑体胞膜内に入ると、プロトンを
奪いアンモニウムイオンとなる脱共役剤となる。これにより、プロトン濃度勾配
が弱められると、ATP 合成阻害されるだけでなく、強光エネルギーを受けた時の
防御機構のシグナル伝達が抑制されてしまう (Noctor et al., 1991; Noctor et al., 
1993)。また、アンモニア分子が直接 PSII の酸素発生複合体 oxygen-evolving 
complex (OEC) に結合してしまい、光合成活性を低下することが報告されている 
(Oyala et al., 2015)。つまり光阻害を防ぐために、細胞膜のアンモニア透過性を上
昇させて、細胞外へ放出していると考えられる。しかしながら、無益回路モデル
は提唱されているが、実際に AQP の関与を示す直接的な証拠はない。 
 
1-9 アンモニア同化 
一般的に、光独立栄養生物にとって、アンモニアは窒素源として優先的に取り
込まれる。これは、硝酸や亜硝酸といった無機窒素はアミノ酸合成する際に、還
元力を用いてアンモニアへと変換する必要があるため、アンモニアを直接獲得
すれば生体エネルギーを節約できるからと考えられる (Syrett and Morris, 1963; 
Thacker and Syrett, 1972; Cresswell and Syrett, 1979; Dortch, 1990)。しかし、過剰に
存在すると、アンモニアは毒性を発揮する。原因は、①チラコイド膜内のプロト
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ンと結合してアンモニウムイオンとなることによって pH 勾配を解消してしま
い、ATP 合成酵素を脱共役し、また強光耐性の一つである熱放散を阻害してしま
うこと (Belkin and Boussiba, 1991)、②PSII の酸素発生複合体のマンガンクラス
ターにアンモニアが結合してしまい、水分解を阻害してしまうことが挙げられ
る (Navarro et al., 2013; Oyala et al., 2015)。つまり、強光時において光化学系を維
持し、そして光防御を行うために、無機窒素源の取り込みと排出は厳密に制御さ
れている。 
珪藻のアンモニア輸送体としては、Cylindrotheca fusiformis の ammonia 
transporter: AMT1 が同定されており、窒素源飢餓の際に発現促進することで、ア
ンモニア獲得を助長すると考えられている (Hildebrand, 2005)。興味深いことに、
珪藻 P. tricornutum には動物にしか存在しないと考えられていたオルニチン‐尿
素回路が機能する可能性が示された (Allen et al., 2011)。しかし、動物が取り込
んだ窒素産物を排出するために尿素回路を使用するのとは異なり、珪藻では、無
機炭素と無機窒素を尿素として液胞に蓄積し、再利用するために用いていると
考えられている (Allen et al., 2011)。一方で、強光環境、窒素飢餓、硝酸還元の阻
害、もしくはナトリウムイオン非存在下ではアンモニアが細胞外へ排出する現
象も報告されていた (Alwyn and Rees, 1995; Lomas et al., 2000)。この現象は、長
らくアンモニアチャネルによるものであると推測されていたが、実際に同定は
されていなかった。 
 
1-10 光防御機構 
光防御機構は、すべての光独立栄養生物にとって、強光ストレスへ効率よく対
応する上で重要な課題である。ただ日射量が強いだけでなく、気温、鉄飢餓、低 
CO2、もしくは窒素条件など、光以外の複数の要因によっても、光受容の許容範
囲を超過する。一般的な光防御としては 以下の 3 種類が挙げられる。① 光ア
ンテナタンパク質の配置を変化して、受容するエネルギーの減衰 (ステート遷
移); ② PSII で生じる酸素が 電子受容体となり、スーパーオキシドを発生した
後、スーパーオキシドディスムターゼにより不活化 (water-water サイクル); ③
カロテノイドの一種、キサントフィルによって過剰エネルギーを熱として放散 
(キサントフィルサイクル)、これらによって減衰された光エネルギーを総じて非
光化学的消光 (non-photochemical quenching: NPQ) と言う。高等植物の NPQ 形成
にもっとも重要な働きをするのが、先述したチラコイド膜に形成されるプロト
ン濃度勾配 (ΔpH) である。光受容によってチラコイド膜上に ΔpH が生じると、
キサントフィルのビオラキサンチンが脱エポキシ化を受け、アンテラキサンチ
ンを経てゼアキサンチンとなり、過剰光エネルギーを熱放散、NPQ が生じる 
(Horton et al., 1991; Niyogi, 1999; Ruban et al., 2012)。そして、暗環境へ移ると ΔpH
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は即座に解消され、ゼアキサンチンはビオラキサンチンへと再エポキシ化され、
NPQ は低下する (Gilmore and Yamamoto, 1991)。一方、珪藻においては、ステー
ト遷移は存在しないと考えられており、チラコイド膜にΔpH を発生させるだけ
では NPQ は生じない (Fujita and Ohki, 2004)。また water-water サイクルもほと
んど機能していないため、光防御機構においてキサントフィルサイクルが最も
重要であると考えられている (Waring et al., 2010)。 
珪藻キサントフィルサイクルは、ディアトキサンチンとディアディノキサン
チンの二種によって制御されており、ΔpH によってキサントフィルのエポキシ
化/脱エポキシ化酵素の活性制御が起こることでキサントフィルサイクルが働く 
(Lavaud et al., 2002)。また、一度上昇した NPQ は例え ΔpH が解消されたとして
も、すぐには低下しない (Goss et al., 2006)。これは、ディアディノキサンチン脱
エポキシ化酵素の活性化 pH が広範囲 (pH 5~7) であることが理由と考えられ
ている。高等植物のビオラキサンチン脱エポキシ化酵素が pH 5 付近でのみ活性
化するのと比べると、珪藻の脱エポキシ化は正の制御が強い (Jakob et al., 2001)。
また、ディアトキサンチンエポキシ化酵素は高等植物のゼアキサンチンエポキ
シ化酵素と比べ、エポキシ化活性が 20 倍も高く、ΔpH 形成によって、脱エポキ
シ化が阻害されることが明らかとなっている (Goss et al., 2006)。つまり、ΔpH が
存在しないとキサントフィルサイクルが正常に機能せず、急激な光量変化に応
答できなった結果、光阻害を引き起こす。それを防ぐ機構の一つが、筆頭で述べ
た CA と重炭酸イオン輸送体を用いた二酸化炭素濃縮機構 (CCM) であり、低
CO2環境でもカルビンサイクルの駆動を可能とした。海洋性珪藻はこれらの光防
御機構を獲得したことで、真夏の直射日光を浴びる外洋環境でも生育を可能と
している。しかしながら、海洋性珪藻における CCM の詳細やその機能の全容は
完全には明らかとなっていない。 
 
1-11 研究目的 
本研究では、海洋性珪藻 Phaeodactylum tricornutum もしくは Thalassiosira 
pseudonana における、環境応答機構を調べるため、鉄、CO2、NH3、および光に
対する応答を調べた。第二章では、鉄欠乏に応答するプロモーターを機能解析す
ることで、海洋性珪藻の鉄応答メカニズムを知るとともに、生物が利用可能な鉄
の有無を調べるバイオレポーターへの応用を試みた。第三章では、CO2や窒素源
に応答したアクアポリンの機能解析によって、無機栄養の輸送と光合成、さらに
光防御機構との複雑なクロストーク関係の一端を解明することを目指した。最
終的に、環境変動と連動する海洋の一次生産量をシミュレーションするために
必要な基礎データを蓄積した。 
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第二章 海洋性珪藻 Thalassiosira pseudonana における 
鉄飢餓応答の解析 
2-1 序論 
第一章で述べたように、鉄飢餓環境において生物はさまざまな応答を示す。こ
の応答は、遺伝子上流のプロモーター領域に様々な転写調節因子が結合するこ
とで、適切な時期の遺伝子発現が起こるように制御されている。E. coli の 
enterobactin をコードする遺伝子 entCEBA の上流には鉄応答性プロモーター 
PentC があり (Brickman et al., 1990)、鉄イオンの豊富な環境では、ferric uptake 
regulator (Fur) が Fur Box に結合して転写抑制し、鉄飢餓条件では Fur の発現
が低下することで、enterobactin の合成を誘導する (Bagg and Neilands, 1987)。Fur 
Box は複数の生物に保存されたシス配列であり、鉄応答性遺伝子のプロモータ
ー領域によく保存されている (De Lorenzo et al., 1987)。緑藻 C. reinhardtii は、
鉄飢餓時に ferroxidase を誘導する FOX1 遺伝子上流に CA/GCA/GCG/T をコ
ア配列とする2つの鉄応答性配列 (iron responsive element, IRE) を含んだプロモ
ーターが有する (Deng and Eriksson, 2007)。また Fe assimilation (FEA) 型 IRE 
(TGGCA) の存在も報告されている (Fei et al., 2009)。さらに、Iron permease 1 
(FTR1) のプロモーター領域には FEA 型 IRE に加えて、発現抑制を行うIRE 
(AGTAACTGTTAAGCC) が存在することも分かった  (Fei et al., 2010)。酵母
Saccharomyces cerevisiaeでも IREは詳細に解析されており、 iron-responsive 
transcription activator (AFT) 型 IRE (TGCACCC) が知られている (Courel et al., 
2005)。陸上植物では、イネ科植物で Iron deficiency responsive element, IDE1 
(ATCAAGCATGCTTCTTGC)と IDE2 (TTGAACGGCAAGTTTCACGCTGTCACT) 
の2つの領域が IRE として必要な配列であることが分かっている (Kobayashi et 
al., 2003; Kobayashi et al., 2005)。また、シロイヌナズナとトウモロコシには共通
のIron-Dependent Regulatory Sequence (IDRS) が見つかっている (Petit et al., 2001)。
この IDRS は ferritin 遺伝子の上流に CACGAGGCCGCCAC 配列として保存
されており、動物では翻訳レベルで発現制御する ferritin を転写レベルで制御し
ている。一方で、線虫 Caenorhabditis elegans では、ferritin 遺伝子 FTN-1 が iron-
dependent element (IDE) によって転写制御されていることも明らかとなった。プ
ロモーター領域上流  IDE 内部に存在する2 つの  GATA 配列と、3つの 
CACGTAG/CC がリピート配列として配置され、これらが鉄飢餓応答性エンハ
ンサーとして機能する (Romney et al., 2008)。動物では、血中鉄濃度恒常性を維
持するペプチドホルモン hepcidin を発現制御する際、そのプロモーターが過剰
な鉄の摂取や病原性炎症のシグナル伝達を受けて hepcidin 遺伝子 Hamp1 を強
く発現誘導することが報告されている (Flanagan et al., 2007; Truksa et al., 2007)。
Hamp1 プロモーター上流には、炎症を引き起こす intedrleukin (IL) -6 および 
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bone morphogenotic proteins (BMPs) が結合する領域  BMP responsive element 
(BMP-RE1) が存在する (Truksa et al., 2007)。Hamp1 の転写開始点付近では、
signal transducers and activator of transcription 3 (STAT3) 領域が BMP-RE1 と連動
し、さらに上流 1.6 kb には3つの異なる転写因子結合領域 Basic-region leucine 
zipper (bZIP)、hepatocyte nuclear factor-4α (HNF4α)、およびChicken Ovalbumin 
Upstream Promoter-Transcription Factor (COUP) の結合モチーフが相互作用するこ
とで突発的な転写誘導を可能にするモデルが立てられた (Truksa et al., 2009)。 
以上から、生命維持に必須な仕組みの一つである鉄応答は、様々な生物におい
て遺伝子レベルで厳密に制御されていることが示された。しかしながら、海洋の
主要な一次生産者である海洋性珪藻において、その鉄応答機構の大部分が未解
明である。先行研究では、海洋性羽状目珪藻 P. tricornutum の、Isi1、FBP1、およ
び Fld の鉄応答性プロモーターを同定し、鉄飢餓時に発現誘導することを明ら
かとした (Yoshinaga et al., 2014)。これらの鉄応答性プロモーターには 2 か所の
相同配列 AA/CGG/CCG/-CA/GTG と CACGTGT/CC の両方が存在していた。この
2 つの内の後者は、緑藻と類似していたことから、珪藻と緑藻の鉄応答は類似し
ていると考えられている。ただし、羽状目珪藻と中心目珪藻では異なる進化を経
たために、ゲノムに保持されている鉄獲得に関与する遺伝子が大きく異なる。実
際に、先行研究でT. pseudonanaから単離した鉄飢餓応答性遺伝子はP. tricornutum
にはない酵母鉄輸送体に類似する FTR であった。本章では、先行研究で獲得し
た鉄飢餓応答性プロモーター PTpFTR1 および PTpFTR2 を性能評価することで、
海洋性珪藻の鉄応答機構の解明を目的とした。さらに、珪藻由来の鉄応答性プロ
モーターを利用した、環境鉄飢餓を判別するバイオレポーターの開発を試みた。 
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2-2 材料及び方法 
2-2-1 試薬類および機器類 
 試薬について注記のないものは全て特級試薬（和光純薬工業株式会社、大阪、
日本）を用いた。また機器類に関しても注釈のないものは、汎用の機器を使用し
た。 
 
2-2-2 細胞および培養条件 
細胞は、海洋性珪藻 Thalassiosira pseudonana CCMP1335 (Provasoli Guillard 
National Center for Culture of Marine Phytoplankton, Bigelow, West Boothbay Harbor, 
ME) を使用した。この細胞を Guillard と Guillard (1962) および Harrison (1980) 
らのものを一部変更した人工海水 F/2ASW ①（half-strength of Guillard F artificial 
sea water：以下 +Fe, Table 2-1）約 30 mL に移植し、温度 20°C、光強度 100 µmol 
m-2 s-1の白色蛍光灯連続照射下で、細胞数と比例する値である濁度を表す O.D.730
が 0.3-0.4 になるまで前培養を行った。その後全量を円柱状ガラス容器（バブラ
ー）、または 100 mL 試験管型ガラス容器（試験管バブラー）に移し、50 mL から
1 Lの +Fe 培地と混合して希釈した。培養は三田市学園地区の大気（約 0.04%の
CO2を含む：以下 Air）を浄化した後に培養液中に通気し、温度 20°C、光強度 60 
µmol m-2 s-1の白色蛍光灯連続照射下で本培養を行った。培養液中の pH が常に約
8.0 - 8.2 に保つよう、培養液に終濃度 10 mM になるように Tris-HCl を添加した。
形質転換体の培養の際は、終濃度 150 µg/mLの clonNAT (Nourseothricin dihydrogen 
sulfate 以下 Nat; Werner BioAgents, Jena, Germany) を添加した+Fe 培地を用いた。 
 
2-2-3 鉄制限人工海水の作製 
 鉄制限人工海水の作製にはすべて、ポリプロピレン製の器具を使用した。実験
器具や試薬、空気中の塵には鉄が相当量含まれているため、通常の実験環境では
汚染を受け易く、外洋環境の鉄濃度を再現することは極めて困難である。そこで、
鉄汚染を極力避けるために、酸洗浄が可能な器具類（ボトル、遠心管、ビーカー、
シリンジ）についてはすべて以下の酸洗浄を行った。1 N HCl（有害金属測定用） 
で容器を満たし、電子レンジで沸騰しない程度（約 4 分間）にマイクロ波をあて
た。その後、60°C の乾燥器内で 1 日放置した。1 日後、MilliQ 水ですすぎ、5% 
HNO3（有害金属測定用）でボトルを満たし、60°C の乾燥機で 1 日放置し、MilliQ 
水ですすいで完全に乾燥させた。これらの器具を用いて F/2ASW②（以下 –Fe, 
Table 2-1）の組成で培地を調製し、孔径 0.20 µm のポリカーボネート膜 
(ADVANTEC, Dublin, CA, USA) によるフィルター滅菌を行った。 
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2-2-4 +Feから–Feへの細胞の順化 
+Fe 培地で O.D.730 が 0.15-0.2 になるまで培養した野生型もしくは形質転換
体 T. pseudonana の細胞溶液 1,000 mLを 3,000×g、20°C で 10 分間遠心して細
胞を回収した。-Fe 培地、または+Fe 培地で 3 回洗浄した後、O.D.730 が 0.05-0.07 
になるように-Fe 培地、または+Fe 培地に細胞を懸濁し、2 に示した培養条件の
もと、バブラーで通気培養を行った。3 日毎に培養液を濾過し、細胞だけを取り
除いた培地で O.D.730 が 0.05-0.07 になるように希釈し、このような培養循環を繰
り返した (Figure 2-1)。24 時間毎に 10 日間、毎日細胞を採取し、これらの細胞
を用いて全 RNA 抽出を行った。 
 
2-2-5 全 RNA の抽出 
採取した細胞を細胞数が 2.0×108 個になるように 50 mL 遠心管に収穫し、
3,000×g、20°C で 10 分間遠心して、ペレットを液体窒素中で瞬間凍結した。液
体窒素中で磨砕後の細胞を用い、RNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA, 
USA) のプロトコールに従って全 RNA を抽出し、混入しているゲノム DNA を
完全に除去するために Deoxyribonuclease (RT Grade) 処理を 1 時間行った。260 
nm における吸光度を測定し、RNA 溶液の濃度を算出した。抽出した全 RNA は
分注後、使用するまで-80°C で保存した。 
 
Figure 2-1 Culture of wild-type cells and iron-starved treatment. 
Cells were washed 3 times with iron-deprived medium and inoculated to F/2ASW without 
or with 12 μM of supplemental iron, in the presence of 12 μM of EDTA. To make iron 
limited condition severer, cell culture at the mid-logarithmic phase were diluted by 
filtering out the cells without any replenishment of medium, which was done every 3 days. 
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Table 2-1 Composition of modified F/2 enriched artificial seawater (F/2 ASW) 
 
＊ ①：F/2ASW① (iron-replete medium, +Fe) 
②：F/2ASW② (iron-starved medium, -Fe) 
  
  Compound Final concentration (mM) 
 NaCl 440 
 Na2CO3 5 
 Tris (hydroxymethyl) aminomethane 10 
Major stock solutions Na2SO4 25 
 H3BO3 0.4 
 KCl 8 
 KBr 0.7 
 NaF 0.07 
 CaCl2･2H2O 9 
 SrCl2･6H2O 0.08 
 MgCl2･6H2O 47 
 NaNO3 1.8 
 NaH2PO4･2H2O 0.08 
Minor stock solutions Na2SiO3･9H2O 0.11 
 CuSO4･5H2O 0.039×10-3 
 Na2MoO4･2H2O 0.026×10-3 
  ZnSO4･7H2O 0.077×10-3 
  CoCl2･6H2O 0.042×10-3   
  MnCl2･4H2O 0.91×10-3    
  FeCl3･6H2O ① 0.012   ② 0* 
  Na2EDTA･2H2O 0.012 
Vitamin  Thiamine HCl  0.3×10-3 
  Vitamin B12  0.15×10-6 
   Biotin  0.41×10-6 
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2-2-6 RT-PCRによる鉄応答性遺伝子の半定量的発現解析 
2-2-5 で取得した全 RNA 1 μg を鋳型として、oligo (dT) 20 プライマー 
（TOYOBO、大阪、日本）及び逆転写酵素（Reveartra Ace®, TOYOBO）を用いて
逆転写した一本鎖 cDNA を鋳型として行った。 
鉄飢餓応答性遺伝子について、それぞれの塩基配列に特異的に結合するプラ
イマーを Genetyx-Win, version 5.1.1 (Genetyx Corporation, Japan) を用いて作製し
た。また Tm値の算出は、シグマジェノシスのオリゴ DNA 特性計算プログラム
「OligoEvaluatorTM」(http://www.oligoevaluator.com/Login.jsp）を用いて行った。
その際に、以下の 3 点に従ってプライマーを作製した。 
 
① PCR 産物が最低 100 bp 以上になること (電気泳動によるバンドを確認しやす
くするため)。 
② Tm値を揃える。（本実験では 64～65°C に設定した。） 
③ できるだけ全長配列 3’末端より 300 bp 以内の領域が増幅されるように設計
すること (3’末端に近いほど逆転写効率が高く、定量性が高くなるため)。 
 
設計したそれぞれの候補断片特異的なプライマーセット (Table 2-2) を用いて、
それぞれ作成した cDNA ライブラリをテンプレートに PCR を行った。また、内
部標準遺伝子として内在性恒常的遺伝子である actin 遺伝子の特異的プライマ
ー セ ッ ト  (actin-Fw: 5’-ACTGGATTGGAGATGGATGG-3’ 、 actin-Rv: 5’-
CAAAGCCGTAATCTCCTTCG-3’) を用いた。PCR は、94°C で 2 分間熱変性させ
た後、94°C, 30 秒、59°C, 30 秒、72°C, 30 秒のサイクルを 24- 36 回（指数的に増
幅する範囲内）繰り返すプログラムで行なった。 
 
Table 2-2 Primers used for RT-PCR 
Gene primer name Sequence (5’-3’) 
FTR1 FTR1 Fw ACTCTGAACGCTTCTTGACTGC 
 FTR1 Rv TCGTGCTTTATTAAGCAACGTCT 
FTR2 FTR2 Fw CTTCTGGAGCTGGCTTGTG 
 FTR2 Rv CCTTCATATCGTCCTATTGAACAGA 
actin 
 
actin Fw ACTGGATTGGAGATGGATGG 
actin Rv CAAAGCCGTAATCTCCTTCG 
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2-2-7 細胞および培養・順化条件 
細胞の培養については、2-2-2 と同様の手順で行った。形質転換体の培養の際
は、終濃度 150 µg mL-1の Nat を添加した+Fe 培地を用いた。+Fe から-Fe への順
化は次のような手順で行った。+Fe 培地で A730 が 0.15-0.2 になるまで培養した
細胞溶液 100 mLを 3,000×g、20°C で 5 分間遠心して細胞を回収した。-Fe 培地
10 mL で 3 回洗浄した後、O.D.730が 0.05-0.07 になるように+Fe 培地、-Fe 培地
に細胞を懸濁し、前述した培養条件のもと、試験管バブラーで通気培養を行った。
3 日毎に培養液の一部を遠心して細胞を捨て、上清のみを培養液に戻すことで
O.D.730が 0.05-0.07 になるように希釈した。このような培養循環を繰り返しなが
ら、7 日間培養を行った。 
 
2-2-8 鉄応答性プロモーター領域の単離 
O.D.730 が 0.2 程度になるまで培養した T. pseudonana 細胞培養液 100 mL を
3,500×g、20°C で 5 分間遠心して細胞を回収し、Sambrook と Russell (2001) ら
の方法を、ゲノム DNA 抽出液組成を 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM EDTA-2Na･
2H2O, 0.1 M NaCl, 2.6% (v/v) SDS に変更して、ゲノム DNA を単離した。単離し
た 500 ng のゲノム DNA を鋳型として、Prime STARTM HS DNA Polymerase 
（TaKaRa Bio、大津、日本）を用いた PCR により、FTR1 または FTR2 の予測
プロモーター領域（2286 bp または 2072 bp）を増幅した。PCR に用いたプライ
マーを Table 2-3 に示す。PCR は 98°C で 1 分間熱変性させた後、98°C で 10 秒、
55°C で 15 秒および 72°C で 2 分のサイクルを 40 回繰り返すことで目的の断片
を得た。 
Table 2-3 Primers used for genome PCR 
 
promoter primer name sequence (5'-3') 
PTpFTR1 
PTpFTR1 fw CTGAACTCATTGACCTCTGCAATGTATC 
PTpFTR1 rv CCATCCAAAAAATACTCTCCCAACC 
PTpFTR2 
PTpFTR2 fw TCCGACTGTGCTGGAAACACAC 
PTpFTR2 rv GATTGGGAGTATTTTTTGGATGGGAAAG 
 
2-2-9 鉄応答性プロモーター解析用コンストラクトの作製 
プロモーター解析用コンストラクト作製のために、まず T. pseudonana の形質
転換用ベクターを作製した。pBluescript SK+ を制限酵素 NotI で処理し、T4 DNA 
polymerase (New England Biolabs, Inc., MA, USA) による末端平滑化処理および T4 
Polynucleotide Kinase（TOYOBO、大阪、日本）によりリン酸化処理後、DNA Ligation 
Kit Ver. 2.1 (TaKaRa Bio、滋賀、日本) を用いて自己閉環させた。作製した NotI
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認識サイト欠損 pBluescript SK+ を制限酵素  EcoRV で処理および Antarctic 
Phosphatase (New England Biolabs, Inc., MA, USA) による末端脱リン酸化処理を
行った断片に対し、egfp と fucoxanthin-chlorophyll a/c binding protein 8 遺伝子 
(fcp8) ターミネーターの遺伝子断片 (TTpfcp8) を連結した。その際に用いた鋳
型は egfp 導入済み pTha-K1 (Figure 2-2)とし、 egfp Fw プライマー  (5’-
ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC-3’) と TTpfcp8 Rv プライマー  (5’-
GCGGCCGCGCATGCGATATCGGTTTGGTAAATCAG-3’ ) を利用して PCR によ
り伸長した。以上より作製したコンストラクトを制限酵素 EcoRV で処理し末端
脱リン酸化処理後、ゲル抽出により挿入用ベクターを作製した。つづいて、ゲノ
ム DNA を鋳型とした PCR 増幅断片をリン酸化処理後、ゲル抽出した。これら
の断片を、挿入用ベクターの EcoRV 切断箇所にライゲーションすることで、プ
ロ モ ー タ ー 解 析 用 コ ン ス ト ラ ク ト pTpFTR1p2286EGFP 、 ま た は
pTpFTR2p2072EGFP を作製した。作製したプラスミド DNA を大腸菌 DH5α に形
質転換し、挿入されたインサートの向きをコロニーPCR にて、配列を Genetic 
Analyzers 3130 (Applied biosystems, Carlsbad, CA, USA) にて確認した（Figure 2-2）。 
 
 
Figure 2-2 Construction of vector for characterization of the promoter activity 
with egfp in T. pseudonana. 
pTha-K1-egfp construct designed for reporter assay of isolated putative promoter 
sequences. pBluescript SK+ destroyed NotI site were inserted egfp connected with 
TTpfcp and Natr. This vector can be cut EcoRV and inserted promoter for analysis the 
activity. The promoter sequence can be inserted into EcoRV site right upstream of the 
egfp reporter gene.  
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2-2-10 T. pseudonana の形質転換と選抜法 
2-2-10a タングステン微粒子の調製 
1.5 mL チューブに直径 0.79 μm のタングステン粉末 W-1KD（日本新金属
株式会社、大阪、日本）60 mg を量りとり、70%エタノールを 1 mL 加え、5 分
間ボルテックスし、15 分間室温に放置した後、1 分間卓上遠心し、上清を取り
除いた。そして、滅菌水を 1 mL 加え、1 分間ボルテックス、1 分間室温放置、
1 分間卓上遠心、上清除去という洗浄操作を 3 回繰り返した。最後に 50%グリ
セロールを 1 mL 加え、-20℃で保存した。 
 
2-2-10b マクロキャリアの作製 
50%グリセロール中のタングステン粒子を 5 分間ボルテックスし、1.5 mL チ
ューブに 25 µL の微粒子を分取した。激しくボルテックスしながら、1 µg µL-1
のプラスミド DNA 2.5 µL、2.5 M CaCl2 25 µL、そして 0.1 M スペルミジン 10 
µLをこの順に加え、さらに 2-3 分ボルテックスした。1 分間卓上遠心し、上清
を除き、70%エタノールを 140 µL 加え、再び 1 分間卓上遠心し、上清を除い
た。次に 100%エタノールを 140 µL 加え、1 分間卓上遠心し、上清を除き、最
後に 100%エタノールを 20 µL 加え、ボルテックスしプラスミド DNA をコー
ティングした微粒子をあらかじめ 70%エタノールで滅菌したマクロキャリア
の中心に 10 µL ずつのせ、乾燥させた。 
 
2-2-10c Microprojectile Bombardment と一次選抜法 
Poulsen et al. (2006) の手法に従い T. pseudonana へ形質転換を行った。Air で
対数増殖期まで生育した細胞 (O.D.730 = 0.15-0.2) 5×107個を、F/2ASW の寒天
培地の中心に直径 3.2 cm のプラーク状に広げ、液体培地が。作製したマクロキ
ャリア、10.7 MPa 用ラプチャーディスクおよびストッピングスクリーンを
PDS-1000/He biolistic particle-delivery system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) にセ
ットし、10.7 mPa、91.4 kPa、および標的までの距離 6 cm の条件で細胞に導入
した。導入後の細胞を F/2ASW の液体培地に移し、1 日間暗下で培養した後、
3,000 rpm、室温で 5 分間遠心し 0.3 mL の+Fe 培地に懸濁し、終濃度 150 µg mL-
1となるよう Nat を添加した F/2ASW 寒天培地で 3-4 週間培養して形質転換体
を選抜した。 
 
 
   
2-2-10d EGFP  発現形質転換体のスクリーニング
 Nat  耐性コロニーのうち 鉄飢餓時に EGFP  蛍光を示すものを簡易に選抜する
  ために以下の手順で二次選抜を行った。1.5 mL   チューブに 100 µL  の -Fe  培地
  を分注し、ここにつまようじで掻き取った Nat  耐性コロニーを懸濁し 3  日間培
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養した。その後、蛍光顕微鏡を用いてEGFP  蛍光を観察した。蛍光顕微鏡は
OLYMPUS®-BX51/BX52  （OLYMPUS、東京、日本）を用い、EGFP   蛍光はフ
ィルター U-MNIBA2 (励起フィルター BP470-490,   吸収フィルター BA510- 
550)  で、クロロフィル蛍光はフィルターU-MWIG2（励起フィルター BP520IF, 
吸収フィルター BA580IF）を用いて観察した。 
 
  
 
2-2-11 EGFP  蛍光強度の定量的測定
 EGFP  蛍光強度の測定には F-4500  形蛍光分光光度計（日立製作所、東京、日
  本）を用いた。珪藻培養液 10 mL  を 3,000×g  、室温で 1  分間遠心して上清を
  除いた後、400 μL  の F/2ASW  液体培地を添加し、蛍光分光光度計で励起光 470 
 nm  を照射した際の蛍光 510 nm  を測定した。この際、波長 677 nm  におけるク
  ロロフィル a  の蛍光強度を同様に励起光 470 nm  を照射して測定し、この値が
 1,900~2,100  となるよう F/2ASW  を添加して測定試料を調整した。また、この
  値で EGFP  蛍光強度を除することで蛍光強度の標準化を行った。 
 
2-2-12 RT-qPCRを用いた鉄飢餓応答性プロモーターの解析 
 RT-qPCR により mRNA 蓄積量を定量する遺伝子、Actin、FTR1 または FTR2
を PCR で増幅し、ゲル抽出した産物を pBluescript SK+ vector とライゲーショ
ンし、プライマーの増幅効率のための鋳型プラスミドとした。PCR には Table 
2-2 に示したプライマーセットと Prime STARTM HS DNA Polymerase、鉄制限培
養 7 日後の T. pseudonana WT から得た cDNA を鋳型とした。また egfp の鋳型
プラスミドには pFTR1p2286EGFP を用いた。リアルタイム PCR には Smart 
Cycler Thermal Cycler System (Cepheid, Sunnyvale, CA) と SYBR Premix Ex Taq 
(Perfect Real Time) （TaKaRa Bio, 滋賀、日本）を用い、以下の条件で PCR 反
応を行った。actin：95°C で 10 秒熱変性後、95°C で 5 秒、59°C で 20 秒、72°C
で 10 秒および 77°C で 6 秒蛍光検出を 45 回繰り返した。FTR1 および FTR2：
95°C で 10 秒熱変性後、95°C で 5 秒、59°C で 20 秒、72°C で 10 秒および 81°C
で 6 秒蛍光検出を 45 回繰り返した。egfp：95°C で熱変性後、95°C で 5 秒、
57°C で 20 秒、72°C で 10 秒および 85°C で 6 秒蛍光検出を 45 回繰り返した。
リアルタイム PCRに使用したプライマーは Table 2-2に示したものを用い、egfp
については egfp Fw 5’-ACAACATCGAGGACGGCAGCGT-3'、 egfp Rv 5’-
CTTGTACAGCTCGTCCATGCCGA-3’を用いた。標準曲線を作成するため、目
的遺伝子断片を挿入したプラスミドを 1 fg、10 fg、100 fg、1 pg、10 pg、100 pg
に希釈し、上記の条件で PCR を行った。以下、得られた標準曲線を用いて目
的遺伝子の mRNA 蓄積量を定量した。 
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2-2-13 目的遺伝子の定量的発現解析 
 PTpFTR1p2286GFP コンストラクト導入細胞 (PTpFTR1G) および
PTpFTR2p2072GFP コンストラクト導入細胞 (PTpFTR2G) を 2-2-4 と同様の手
法で培養および順化を行い、RNA 抽出および cDNA 作製を 2-2-5, 2-2-6 と同様
の手順で行った。得た cDNA を 5 倍、10 倍、20 倍希釈したサンプルを鋳型と
して、Actin、FTR1 または FTR2、および egfp に対して、2-2-12 と同様の条件で
RT-qPCR を行った。 
 
 
 
 
 
2-2-14 鉄添加実験
  住友金属工業株式会社（大阪、日本）から受領した鉄スラグ、2  種類について
海洋性珪藻の鉄応答に与える影響について検討を行った。使用した鉄スラグは、
高炉スラグ：大気中でエージング（酸化）処理を施すことで硫黄溶出を防いだ鉄
スラグ (5~10 mm)   および製鋼スラグ：脱リンスラグを徐冷、未エージング処理
のため Ca  が遊離する鉄スラグ (5~10 mm)   を用いた。十分な鉄飢餓条件に順化
したであろう鉄飢餓 7  日目に、＋Fe  培地、－Fe  培地、高炉スラグ、および製鉄
スラグを添加した。高炉スラグおよび製鉄スラグは、約 500 mg  の一欠片をオー
トクレーブしたものを使用した。 
 
Table 2-4 高炉スラグおよび製鋼スラグ成分 
  
高炉スラグ 
(%) 
製鋼スラグ 
(%) 
T-Fe1 0.41 10.5 
SiO2 34.45 18.36 
Al2O3 14.63 1.95 
CaO 41.78 43.1 
MgO 6.06 1.99 
MnO 0.35 10.3 
TiO2 0.61 1.5 
P2O5 0.02 4.01 
f-Ca2 - 6.66 
F 0.06 0.08 
S 0.68 0.033 
1: T-Fe, 総スラグ中の鉄量、2: f-Ca, 酸化していない遊離 Ca 
（住友金属工業分析結果） 
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2-2-15 鉄濃度測定法 
原子吸光高度計 AA-7000（島津株式会社、東京、日本）を用いて、培地中に
含まれる鉄濃度の測定を行った。＋Fe 培養と‐Fe 培養、高炉スラグ、もしくは
製鋼スラグを添加培養、それぞれ 6 日間行った培養液を 30 ml ずつ、酸洗浄を行
った 50 mLチューブに分取し、3000×g , 5 min, 20°C で遠心分離によって上清を
単離し、測定時まで-80°C で保存した。鉄濃度の検量線を鉄標準液 (Fe 1000)、を 
5, 10, 20, 30, 50 µg L-1に段階希釈することで作成した。測定に用いたランプは Fe
測定用 (248.3 nm) ホローカソードランプ（浜松ホトニクス株式会社、静岡、日
本）。測定条件は、島津原子吸光分光光度計用グラファイトファーネスアトマイ
ザ GFA-7000 の Fe 分析条件に従い、灰化温度 500°C、原子化温度 2600°C、パイ
ロ化チューブを使用した。オートサンプラを使用して、培地サンプル 2 µLに対
して、超純水 8 µL、計 10 µLを注入した。 
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2-3 結果 
2-3-1 鉄応答性候補遺伝子の発現量解析 
半定量的RT-PCRの結果、鉄飢餓応答性候補遺伝子TpFTR1とTpFTR2のmRNA
蓄積量の変化に差が見られた。TpFTR1 は鉄制限培養 6 日目以降、TpFTR2 は鉄
制限培養 1日目からmRNA蓄積量が増加していた (Figure 2-3)。そこで、RT-qPCR
を用いて、鉄飢餓 6 日目における mRNA 蓄積量を鉄添加培養時と比較すると
TpFTR1 は 37 倍、TpFTR2 は 12 倍増加していた (Figure 2-4)。 
 
Figure 2-3 RT-PCR analysis of time course of mRNA accumulations of FTR1 or 
FTR2 in T. pseudonana. 
RNA samples were extracted from cells grown under iron-enriched condition (+Fe) and 
iron-deprived condition (-Fe). After PCR, 5 μL of samples were separated by 
electrophoresis. Actin was used as an internal control or genome-contamination test. PCR 
using RNA samples (-RT) did not amplify the actin.  
 
 
Figure 2-4 Gene expression levels of TpFTR1 and TpFTR2. 
Response of TpFTR1 and TpFTR2 transcript levels to -Fe quantified by RT-qPCR. 
Transcript levels of TpFTR1 or TpFTR2 in T. pseudonana grown in +Fe (white) or -Fe 
(black) for 6 days. The transcripts of Act in T. pseudonana was used as constitutive 
internal control. All data are mean ± SD (n = 4). Welch’s t-tests were performed between 
+Fe and -Fe conditions (***, P < 0.001). 
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2-3-2 鉄応答性プロモーター解析用コンストラクト作製 
鉄飢餓特異的に発現した TpFTR1と TpFTR2からプロモーター領域配列を単離
し、その鉄応答性を評価するため、レポーター遺伝子として egfp を連結して珪
藻細胞内に導入するコンストラクトを作製した。まず、TpFTR1 または TpFTR2
の予測プロモーター予測領域 (PTpFTR1, PTpFTR2) を、それぞれ翻訳開始点から
上流 2,286 bp または 2,072 bp として単離することに決定し、PCR によって増幅
するプライマー対を設計した (Table 2-2)。これらのプライマーを用い、野生型 T. 
pseudonana から抽出したゲノム DNA を鋳型として PCR を行った結果、ゲノム
配列と一致する遺伝子断片を得た。得られた断片を、T. pseudonana 形質転換用
ベクター (Figure 2-2) の翻訳開始点を除いた egfp 配列上流に連結し、プロモー
ター解析用コンストラクト PTpFTR1::egfp および PTpFTR2::egfp を完成させた 
(Figure 2-5)。 
取得した PTpFTR1 と PTpFTR2 には、緑藻 C. reinhardtii または酵母 S. cerevisiae
で同定された鉄飢餓応答性シスエレメント (Courel et al., 2005; Deng and Eriksson, 
2007; Fei et al., 2009) を多数発見した (Figure 2-6; Figure 2-7; Figure 2-8)。TpFTR1
の翻訳開始点上流、約 400 bp までに FOX 型 IRE が 2 か所、900 bp から上流に
FET 型 IRE が 7 か所存在した。TpFTR2 の翻訳開始点上流には、FOX 型 IRE が
200 bp 前後に 2 か所、900 bp 前後に 2 か所、FET 型 IRE は 1022 bp に 1 か所と
1852 bp にもう 1 か所存在した。一方、恒常性遺伝子として用いた actin 上流配
列には、ほとんど IRE は存在しなかった。加えて、これらの配列には TATA box
様配列およびイニシエーター様配列も存在していた。以上から、PTpFTR1 また
は PTpFTR2 は鉄応答性プロモーターである可能性が高いと判断した。 
 
 
 
Figure 2-5 Schematics of construct of DNA sequences of upstream the translation-
start sites of FTR1 and FTR2 and expression vector. 
Left; The initial base of each construct is indicated in bp from the translation-start site. DNA sequences 
of upstream the translation-start sites of FTR1 and FTR2 were fused to the egfp. Right; Each fragment 
of promoter region was ligated into EcoRV digested promoter-less egfp construct. 
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Figure 2-6 Comparison of three DNA sequences of upstream the translation-start 
sites of FTR1, FTR2, and actin. 
Green boxes indicate Fe assimilation (FEA) gene type iron responsible element (IRE)-
like sequence of C. reinhardtii. Blue boxes indicate ferroxidase (FOX) type IRE-like 
sequence of C. reinhardtii. A violet box indicates iron-responsive transcription activator 
(AFT) type IRE-like sequence of S. cerevisiae. Red boxes indicate TATA box-like 
sequence and black box indicates initiator like sequence. Position from the translation-
start sites are shown as numbers (bp). 
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Figure 2-7 Sequence of 5´-upstream region of FTR1.  
Nucleotide sequence 2286 bp of DNA upstream the translation-start sites of FTR1. Green 
boxes indicate FEA type iron responsive element (IRE)-like sequence of C. reinhardtii. 
Blue boxes indicate FOX type IRE-like sequence of C. reinhardtii. A red box indicates 
TATA box-like sequence and a black box indicates initiator like sequence.  
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Figure 2-8 Sequence of 5´-upstream region of FTR2.  
Nucleotide sequence 2072 bp of DNA upstream the translation-start sites of FTR2. Green 
boxes indicate FEA type iron responsive element (IRE)-like sequence of C. reinhardtii. 
Blue boxes indicate FOX type IRE-like sequence of C. reinhardtii. A violet box indicates 
AFT type IRE-like sequence of S. cerevisiae. A red box indicates TATA box-like sequence.  
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2-3-3 FTRプロモーター解析用コンストラクトの形質転換効率 
各コンストラクトを T. pseudonana へ導入し、形質転換体のスクリーニングを
行った。その結果、細胞 108 あたりそれぞれ 9 もしくは 15 個の Nat 耐性クロ
ーン (Natr) を獲得した。また各クローンについて-Fe 培養下での EGFP 蛍光の有
無を観察したところ、それぞれ 3 もしくは 6 クローンにおいて EGFP 蛍光が観
察された (Table 2-5)。以後、PTpFTR1::egfp 導入珪藻細胞を PTpFTR1G、また
PTpFTR2::egfp 導入珪藻細胞を PTpFTR2G と呼ぶ。 
 
Table 2-5 Numbers of nourseothricin-resistant and EGFP-positive colonies 
Transformant 
Natr 
(clones / 108 cells) 
EGFP+ 
(clones / Natr) 
PTpFTR1G 9 3/9 
PTpFTR2G 15 6/15 
Nourseothricin-resistant clone: Natr, EGFP-positive clone: EGFP+ 
 
2-3-4 予測プロモーター領域のプロモーター活性の評価 
 導入した鉄応答プロモーターの活性評価のため、各形質転換体について 6 日
間鉄制限培養を行い、細胞回収後、蛍光顕微鏡で EGFP 蛍光を観察した (Figure 
2-9)。そして、蛍光分光光度計を用いて、励起光 470 nm におけるクロロフィル
自家蛍光 (677 nm) と EGFP 蛍光 (510 nm) を含むように 480 nm ~ 700 nm 間で
蛍光スキャンを行った。その結果、-Fe 培養 T. pseudonana WT および+Fe 培養
PTpFTR1G では EGFP 蛍光を示す 510 nm のピークは見られなかった (Figure 2-
10)。そして、PTpFTR1G では鉄飢餓特異的に、PTpFTR2G では、+Fe 条件でも若
干の EGFP 蛍光が見られるものの、鉄飢餓時に顕著な 510 nm の蛍光強度上昇が
観察された (Figure 2-11)。この際、標準化に用いたクロロフィル量およびクロロ
フィル蛍光は-Fe または+Fe 条件でも細胞あたりの数値にほとんど変化が見られ
ないことを確認した (Figure 2-12)。 
以上の結果より、鉄制限培養 6 日目において、クロロフィル量および自家蛍
光に影響がなく、かつ鉄添加培養との EGFP 蛍光強度の差が顕著に現れたこと
から、EGFP レポーターを用いたプロモーター活性評価を 6 日目に行うことに決
定した。 
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Figure 2-9 EGFP fluorescent expressed in T. pseudonana grown in –Fe for 6 days. 
From left, bright field, autofluorescence of chlorophyll (red), and EGFP signal (green). 
Images of TpWT, PTpFTR1G, or PTpFTR2G. The scalebar represents 5 µm. 
  
 
  
Figure 2-10 Fluorescence spectra in culture medium of PTpFTR1G#5. 
Fluorescence spectra in culture medium were measured with fluorescent spectrometer. 
The excitation light was 470 nm. EGFP or chlorophyll fluorescence were detected at 510 
nm or 677 nm respectively. TpWT cells were grown in -Fe (black) and PTpFTR1G #5 
cells were grown in +Fe (blue) or -Fe (red) for 6 days. 
 
 
37 
 
  
Figure 2-11 Fluorescence spectra in culture medium of PTpFTR2G#67. 
Fluorescence spectra in culture medium were measured with fluorescent spectrometer. 
The excitation light was 470 nm. EGFP or chlorophyll fluorescence were detected at 510 
nm or 677 nm respectively. The cells of PTpFTR2G#67 were grown in +Fe (blue) or –Fe 
(red) for 6 days. 
 
  
Figure 2-12 Chlorophyll a fluorescence and concentration per cell in T. pseudonana 
grown in +Fe and –Fe for 6 days. 
Fluorescence in culture medium was measured with a fluorescent spectrometer. A. 
Chlorophyll a fluorescence was detected at 677 nm with the excitation light at 470 nm. 
B. Chlorophyll a concentration was measured at absorbance 664 nm and 630 nm under 
the way from Jeffrey and Humphrey (1975). All data are means ± SD (n = 3). Therse data 
had no significant difference between in +Fe and -Fe by Student’s t-tests. 
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また、PTpFTR1G および PTpFTR2G それぞれの 3 クローンにおいて EGFP の
発現が確認できたので、この傾向をクローン間で比較した。 
それぞれの珪藻細胞を+Fe から-Fe へ順化させ、6 日目における蛍光強度比を
測定した結果、各クローンで+Fe 培養細胞に対する-Fe 培養細胞における EGFP
蛍光強度の上昇率が異なっていた。PTpFTR1G #5 では 4.3 倍、#23 では 3.1 倍、
そして#52 では 2.3 倍となった (Figure 2-13 左)。PTpFTR2G では、#67 では 3.8
倍、#73 では 3.3 倍、そして#75 では 2.2 倍となった (Figure 2-13 右)。この結果
より、+Fe と-Fe で最も蛍光強度比の差が大きかった PTpFTR1G#5 または
PTpFTR2G#67 を用いて鉄応答性プロモーターの評価を行うことに決定した。 
 
 
Figure 2-13 Clonal valiation of the relative intensity of EGFP/chlorophyll of 
PTpFTR1G #5, #23, and #52. 
GFP fluorescence at 510 nm and chlorophyll fluorescence at 677 nm were detected with 
the excitation at 470 nm. PTpFTR1G #5, #23, or #52 were grown in +Fe (black) or –Fe 
(white) for 6 days. All data are means ± SD (n = 3). Student’s t-tests were performed 
between +Fe and -Fe. (**, P < 0.01; **, P < 0.001) 
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2-3-5 RT-qPCRを用いた鉄飢餓応答性プロモーターの解析 
 単離した鉄飢餓応答性プロモーターの性能評価として、導入した外来性の egfp
が内在性の TpFTR1 または TpFTR2 と同じ挙動を示すかどうか、RT-qPCR を用い
て mRNA 蓄積量を測定した。  
PTpFTR1G株における鉄制限培養 10日間の外来遺伝子 egfpおよび内在遺伝子
FTR1 の mRNA 蓄積量を調べた結果、両方とも鉄制限培養の日数に比例して
mRNA 蓄積量が増加し、6 日目でピークを迎え、その後低下した (Figure 2-14 左)。
+Fe 培養では egfp および TpFTR1 どちらも転写誘導されなかった。 
一方、PTpFTR2G 株では、鉄制限培養時 2 日目に内在 FTR2 の mRNA 蓄積量
が最大となり、その後低下した。egfp は培養日数に比例してなだらかに増加した 
(Figure 2-14 右)。+Fe 培養では、3 日目に若干 TpFTR2 が増加したものの、その
後は-Fe と比べて egfp および TpFTR2 ともに低い発現量を示した。 
 
 
 
 
Figure 2-14 Time-dependent gene expression levels of egfp, FTR1, or FTR2 in 
PTpFTR1G#5 or PTpFTR2G#67 under +Fe or -Fe condition. 
Relative amounts of the egfp (circle), FTR1 or FTR2 transcripts (square) were quantified 
as ratios to levels of the actin as an internal standard using RT-qPCR. PTpFTR1G #5 or 
PTpFTR2G#67 cells were cultured in +Fe for 6 days (white) or –Fe for 10 days (black). 
All data are means ± SD (n = 3). 
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2-3-6 鉄飢餓応答性プロモーターの光またはCO2応答の確認 
 鉄は光化学系や炭酸同化作用と密接に関わる環境因子であり (Allen et al., 
2008)、光や二酸化炭素とクロストークしていると予測された。そこで、
PTpFTR1G もしくは PTpFTR2G の光依存性と CO2応答を調べた。 
まず光応答を調べるため、PTpFTR1G #5 または PTpFTR2G #67 を、4 日目まで
は通常通り光照射下で鉄制限培養を行い、その後暗環境下で 3日間生育させた。
培養一日ごとに細胞を回収してEGFP蛍光強度を測定した。その結果、PTpFTR1G
では、暗環境下において EGFP 蛍光強度に変化が無くなった (Figure 2-15 左)。
一方、PTpFTR2G では、暗環境下で EGFP 蛍光強度が減少した (Figure 2-15 右)。
また、PTpFTR1G 株で鉄添加培養時の EGFP 蛍光強度比が上昇しているように
見えたが、蛍光スペクトル測定において EGFP 蛍光を検出できなかったため、バ
ックグラウンド値であることを確認した。 
 
 
Figure 2-15 Light responses of PTpFTR1G or PTpFTR2G. 
Relative intensity of EGFP fluorescence was measured in culture medium of 
PTpFTR1G#5 or PTpFTR2G#67. The cells were cultured in the different iron condition 
(+Fe, white; -Fe, black) for 7 days in light (circle) or 3 days in dark after 4 days in light 
(square). 
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続いて、CO2応答を調べるために PTpFTR1G #5 または PTpFTR2G #67 を 0.2% 
CO2条件で +Fe または -Fe で 6 日間培養し、それぞれの EGFP 蛍光強度を測定
した。その結果、PTpFTR1G#5 では Air での+Fe に対する-Fe の蛍光強度が 2.1
倍、0.2% CO2では 2.4 倍増加した。一方、PTpFTR2G#67 では Air での+Fe に対
する-Fe の蛍光強度が 5.0 倍、0.2% CO2では 3.0 倍増加した (Figure 2-16)。この
差を統計的に比較した結果、PTpFTR1 と PTpFTR2 は CO2応答性を示さないと判
断した。 
 
 
Figure 2-16 CO2 responses of PTpFTR1G#5 or PTpFTR2G#67. 
Relative intensity of EGFP fluorescence was mesured in PTpFTR1G#5 or 
PTpFTR2G#67 grown in the different iron (+Fe, –Fe) or CO2 concentration (Air, 0.2% 
CO2) after 6 days. All data are means ± SD (n = 3). Student’s t-tests were performed 
between the samples of air and 0.2% CO2 grown in -Fe. 
 
以上の結果より、PTpFTR2G は PTpFTR1G と比べ、EGFP 蛍光強度が高かった
が、+Fe 条件でも完全に発現がオフとならなかった (Figure 2-11)。さらに、レポ
ーター遺伝子の egfp が内在性の TpFTR2 とは異なる挙動を示した (Figure 2-14)。
このことから、鉄飢餓判別のためのバイオレポーターとしては PTpFTR1G が適
していると判断し、以降の鉄飢餓判別実験には PTpFTR1G#5 を用いることに決
定した。  
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2-3-7 鉄スラグを用いた鉄飢餓応答性の解析 
本研究で作製した PTpFTR1G が、生物鉄飢餓判別のためのバイオレポーター
として機能するか評価するため、異なる処理が施された 2 種類の鉄スラグを添
加したときのEGFP蛍光強度の変化を調べた。1つ目は高炉スラグ (Blast furnance 
slag, Figure 2-17A)；大気中でエージング（酸化）処理を施すことで硫黄溶出を防
いだ鉄スラグ、2 つ目は製鋼スラグ (Steel slag, Figure 2-17B)；脱リンスラグを徐
冷、未エージング処理のため Ca が遊離する鉄スラグである。 
 まず、鉄スラグの添加量を検討した。鉄スラグには高濃度のカルシウムが含有
していたため、人工海水 30 mL に対し、3 g の鉄スラグを添加した場合、pH は
12 付近まで上昇し、Figure 2-17C のように白濁し、珪藻細胞が死滅してしまっ
た。そこで、培地が白く濁らない適切な量として人工海水 100 mL に対し約 500 
mg の鉄スラグ 1 片を添加することにした (Figure 2-18)。 
 
   
    
   
       
   
    
     
       
Figure 2-17 Pictures of culture condition in the presence of excess slag. 
A and B, Pictures of blast furnace slags (A) and steel slags (B). Scale bars represent 10 
mm. C and D, Diatoms were cultured in  F/2ASW in the presence of 3 g  blast furnace 
slags (left), 3 g steel slags (right), or -Fe medium (D). 
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Figure 2-18 Culturing condition in the presence of slag. 
From left, diatoms were cultured in F/2ASW in the presence of 500 mg blast furnace slag,
500 mg steel slag, or -Fe medium. 
 
続いて-Fe 処理した鉄バイオレポーター細胞 PTpFTR1G に鉄スラグを添加し
た。T. pseudonana が鉄スラグを利用可能な場合、鉄飢餓の解消によって PTpFTR1
が抑制されることで、EGFP 蛍光は消失する。逆に鉄スラグを利用不可能であれ
ば、鉄飢餓応答性プロモーターは発現誘導のまま、EGFP 蛍光は減少しないと予
測した。 
鉄飢餓環境で 6 日間培養した PTpFTR1G#5 に 2 種類の鉄スラグをそれぞれ添
加し、培養日数ごとの細胞数に比例する濁度 O.D.730の変化および EGFP 蛍光強
度の変化を調べた。その結果、鉄飢餓復帰 3 日後の高炉スラグ添加培地におい
て、O.D.730が 0.4 以上まで増加した (Figure 2-19)。通常条件では 0.18-0.25 程度
までしか増殖しない T. pseudonana において、大きな差が見られた。この時の培
地中の pH は、+Fe 培地では pH 8.4 であったのに対し、-Fe 培地と 2 種の鉄スラ
グ添加培地では pH 9 を超えていた (Table 2-6)。また、EGFP 蛍光強度は高炉ス
ラグを添加することで+Fe 培養と同等にまで減少した (Figure 2-20, Figure 2-21)。
一方、製鉄スラグを添加した細胞では生育にはほとんど影響しなかったが、
EGFP 蛍光は-Fe 培養と比べ 1.6 倍上昇した。 
この時の鉄濃度を原子吸光光度計で測定した結果を Table 2-7 に示した。通常
+Fe 培地に復帰した培地では 6.5 µM、-Fe 培地では 1.4 μM であったのに対し、
高炉スラグを添加した培地では 4.5 μM、製鉄スラグ添加培地では 1.9 μM と検出
された。このことから、PTpFTR1G#5 は培地中の鉄濃度の減少を判別していたこ
とがわかった。 
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Figure 2-19 Growth curve of PTpFTR1G #5 in addition of iron slag. 
-Fe-acclimated PTpFTR1G #5 was replaced into different medium in the presense of blast 
furnace slag (slag1, open square), steel slag (slag2, closed square), or +Fe (open circle) 
or –Fe medium (closed circle). All data are means ± SD (n = 3). 
 
 
     
     
            
 Table 2-6. pH in the culture medium in the presence of 500 mg slag. 
sample +Fe -Fe +slag1 +slag2 
 pH 8.4 ± 0.0 9.0 ± 0.1 9.2 ± 0.1 9.3 ± 0.1 
  
 
Figure 2-20 Spectra of fluorescence intensity of PTpFTR1G#5 in the presense of 
iron slag. 
Fluorescence spectra in culture medium were measured with fluorescent spectrometer. 
The excitation light was 470 nm. GFP fluorescence was detected at 510 nm and 
chlorophyll fluorescence was detected at 677 nm. -Fe-acclimated PTpFTR1G#5 cells 
were grown in the presense of blast furnace slag (slag1, grey), steel slag (slag2, yellow), 
or +Fe (blue) or –Fe medium (red) for 6 days. 
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Figure 2-21 EGFP reporter assay in the presense of iron slag. 
The fluorescence of GFP at 510 nm and chlorophyll at 677 nm were detected with the 
excitation at 470 nm. -Fe-acclimated PTpFTR1G #5 cells were grown in +Fe (white), -
Fe medium (black), or in the presense of blast furnace slag (slag1, grey) or steel slag 
(slag2, orange) for 6 days. All data are means ± SD (n = 3). Welch’s t-tests were 
performed between +Fe as the reference and -Fe, slag1, or slag2. (*, P < 0.05; ***, P < 
0.001) 
 
 
Table 2-7 Iron concentration in the medium with atomic spectrophotometry. 
Sample Condition Fe concentration± SD (µM) 
Only medium +Fe F/2ASW 15.6 ± 5.1 
 -Fe F/2ASW 0.6 ± 0.3 
   
Culture medium  
of TpWT 
+Fe 0 day 15.6 ± 1.8 
+Fe 3 day 11.2 ± 2.0 
 +Fe 6 day 8.9 ± 4.7 
   
 -Fe 0 day 5.2 ± 3.3 
 -Fe 3 day 2.7 ± 1.8 
 -Fe 6 day 3.3 ± 1.6 
   
Culture medium 
 of PTpFTR1G#5 
+Fe 6.5 ± 1.7 
-Fe 1.4 ± 3.5 
 +slag1 4.5 ± 1.8 
 +slag2 1.9 ± 1.8 
 
  
46 
 
2-4 考察 
 本章では、海洋性珪藻 T. pseudonana から鉄飢餓応答性プロモーター、PTpFTR
を単離し、鉄応答性を解析することで、海洋における鉄飢餓応答のメカニズムの
解明を試みた。また、PTpFTR が海洋の鉄飢餓判別を行うバイオレポーターとし
て有用かどうか評価を行った。 
 
TpFTR1 と TpFTR2 の発現制御について 
 10 日間の発現量解析結果から、TpFTR1 は 6 日間、TpFTR2 は鉄飢餓 1~3 日間
かけて転写量がピークに達した後、減少することが明らかとなった (Figure 2-14)。
今回の実験では、細胞が定常期に入る前に、フィルター濾過により細胞のみを除
去し、培地のみを戻すことで細胞が常に増殖できる環境を維持した。この循環型
希釈によって、培養日数に比例して培地中の鉄濃度は減少していたことを確認
した (Table 2-7)。つまり、鉄飢餓培養初期に発現した TpFTR2 は比較的鉄濃度が
減り始めた弱い鉄飢餓、もしくは環境鉄濃度が急激に低下したことを感知した
初期応答である可能性が高い。そして、鉄飢餓培養 6 日目になると、TpFTR1 を
発現誘導することでより強い鉄飢餓への対策を行っていると考えられる。また、
TpFTR2 発現後に TpFTR1 を発現することで、TpFTR2 の転写を抑制する可能性
もある。マウスでは、卵母細胞においてほとんど翻訳されない偽遺伝子と考えら
れていた遺伝子が、実はそのパラログに対して endogenous small interfering RNAs 
(endo-siRNAs) を引き起こすことが報告されている (Tam et al., 2008)。逆に、
TpFTR2 が先に発現することで TpFTR1 の発現をサポートするパターンも考えら
れる。ヒトでは、癌抑制遺伝子 phosphatase and tensin homolog deleted on 
chromosome 10 (PTEN) の偽遺伝子と考えられていた PTENP1 の miRNA が PTEN
の転写活性に影響している (Poliseno et al., 2010)。これは PTEN が RNase による
分解を受けにくいようデコイとして PTENP1 が機能すると推測されている。以
上から、TpFTR1 と TpFTR2 の鉄応答機構は、それぞれが FTR タンパク質として
の機能性を持つ場合、もしくは一方がもう一方の発現を抑制または誘導する、3
パターンの可能性が考えられる。 
 TpFTR1 と TpFTR2 の発現時期は、それらのプロモーターによって制御されて
いると考えられる。今回単離した PTpFTR1 および PTpFTR2 には、緑藻型の鉄応
答配列、FOX 型 IRE (CA/GCA/GCG/T) と FET 型 IRE (TGGCA) が多数散在して
おり、その数と位置はそれぞれ異なっていた (Figure 2-6; Figure 2-7; Figure 2-8)。
PTpFTR2 と比べて pTpFTR1 は翻訳開始点より 1000 bp 上流に FET 型 IRE が多
い。この差によって、TpFTR1 が鉄応答後期、TpFTR2 が鉄応答初期に発現する
よう制御している可能性がある。 
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TpFTR の機能について 
鉄は、光エネルギー依存的な光化学系や硝酸還元に必須であるため、鉄応答も
光条件に影響を受ける可能性が高いと予想した。そこで、プロモーターの光応答
を調べた結果、PTpFTR の鉄飢餓誘導が暗条件では起こらないことが明らかとな
った (Figure 2-15)。これは、TpFTR の機能が光依存的な代謝に関与する可能性
を示唆している。TpFTR の機能は、酵母の鉄輸送体のオルソログと予測されて
いる (Kustka et al., 2007)。酵母細胞膜上では、ferric reductase (FRE) が細胞外の 3
価の鉄イオンを還元し、ferroxidase (FET) により酸化、Fe3+とすることで FTR が
細胞内へ輸送する (Dancis et al., 1990; Eide, 1998; Kosman, 2003)。つまり、TpFTR
が光環境下で不足する 3 価鉄を輸送することで、鉄飢餓を回避している可能性
が考えられる。一方、酵母で FTR と連動する FRE や FET は、珪藻では鉄が豊富
な環境においても発現していた (Kustka et al., 2007)。このことから、鉄の不足し
ていない通常環境では、TpFTR とは別の恒常的な 3 価鉄の輸送経路と連動する
と考えられる。P. tricornutum においては、主要な 3 価鉄輸送経路は植物トラン
スフェリンの 1 種、ISIP2A であることが示されている (Morrissey et al., 2015; 
McQuaid et al., 2018)。この植物トランスフェリンは広く微細藻類に保存されてお
り、T. pseudonana のゲノム上にも存在することが報告されている。したがって、
T. pseudonana においても、通常環境では 3 価鉄を植物トランスフェリンによっ
て獲得し、鉄欠乏時には FTR を補助経路として利用すると考えられる。 
  
鉄スラグ添加による鉄応答性の評価 
鉄スラグ添加実験結果より、高炉スラグでは鉄バイオレポーターの GFP 蛍光
強度は減少したが、製鉄スラグを添加しても GFP 蛍光強度は減少せず、逆に上
昇した (Figure 2-21)。高炉スラグよりも製鋼スラグは鉄の含有量が多いため、こ
の結果は予想と反していた。この理由としては、製鉄スラグではエージング処理
を行っていないため、Ca が培地中に溶出してしまったことが考えられる。培地
中の Ca が増加し、pH が上昇すると鉄は不溶性になりやすくなるので、珪藻が
その不溶鉄を利用できず、鉄飢餓状態となったと推測できる。実際に、培地中の
鉄濃度を測定した結果からも、製鉄スラグからはほとんど溶出していなかった 
(Table 2-7)。また、Ca が珪藻において二次メッセンジャーとして鉄飢餓のシグナ
ルを伝達しているという報告もある (Falciatore et al., 2000)。P. tricornutum では鉄
存在下にも関わらず、Ca 濃度を低下させると、鉄飢餓応答性遺伝子の発現量が
増加した（丹羽-久保田修士論文、2011）。今回の場合、培地中の Ca 濃度が鉄ス
ラグを添加したことで急激に上昇し、本来鉄飢餓シグナルとして機能するはず
であったCaシグナルが適切に判別できず、鉄飢餓応答しなかった可能性がある。 
また、高炉スラグを添加すると珪藻の生育が促進された (Figure 2-19)。これは、
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高炉スラグから溶出する鉄が、珪藻が利用しやすい形態であり、さらにその鉄が
安定して高炉スラグから供給し続けられたことで活発に生育したのではないか
と予想される。さらに、高炉スラグには珪藻の被殻主成分となるケイ素が多量に
含まれている。これが海水中に溶出したことも生育促進の原因の一つと考えら
れる。 
今回の実験では、実際に培地中の溶存鉄濃度を原子吸光度計により測定した
が、海水という高塩条件のため、安定したデータが得られず、定量性が低かった。
しかし、原子吸光光度計では測定が困難なサンプルでも、バイオレポーターなら
ば鉄飢餓を判別することが可能であることが利点である。 
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第三章 海洋性珪藻におけるアクアポリンの探索 
および機能解析 
3-1 序論 
緒論で述べたように、能動輸送と受動輸送は生体内で厳密に制御されている。
無機炭素の能動輸送については、PtSLC4 の機能解析によって明らかとなった。
しかしながら、その他の輸送経路についての知見はほとんどない。 
微細藻類の AQP は、2004 年 Andercaらによって緑藻 Chlamydomonas reinhardtii 
にグリセロール輸送チャネル CrMIP1 が存在することが報告された (Anderca et 
al., 2004)。その後、2011 年 Anderberg らが、動物および陸上植物での AQP 解析
を受けて、藻類 AQP 相同配列を網羅的に探索し、NPA モチーフ、ar/R 領域、お
よび C 末端の相同性からクラス分けを行った。その結果、MIPA から MIPE ま
での 5 つに分類され、それぞれの透過基質が予測された。MIPA は、水、尿素、
またはアンモニア; MIPB はグリセロールもしくは水; MIPC、不明; MIPD 水も
しくはグリセロール; MIPE は水、となっている (Anderberg et al., 2011)。さらに、
2014 年には、Khabudaev らによって珪藻ゲノムデータベース用いた AQP 相同
配列の探索が行われた。その結果、バクテリア GIP ファミリー、高等植物 SIP 
ファミリー、および珪藻独自のクレードを形成する Large Intrinsic protein (LIP) 
ファミリー、それぞれに分類される AQP 相同配列が発見された (Khabudaev et 
al., 2014)。系統樹解析から、LIP は SIP との類似性が示されたが、そもそも SIP 
の機能がほとんど分かっていない。 
 陸上植物における生理的機能解析の例としては、タバコの NtAQP1 を過剰発
現すると炭素固定量が増加、また RNAi によるノックダウンによって炭素固定
量が低下したことが報告された (Uehlein et al., 2003)。さらに、アニオンチャネル
の一つである  SLOW ANION CHAANNEL-ASSOCIATED1 (SLCA1) が  PIP2;1 
と CA と連動して CO2透過制御に働くことも示された (Wang et al., 2016)。アン
モニア透過性については、高等植物の根の細胞膜のアンモニア透過性を制御す
ることで細胞内に蓄積した有害なアンモニアを排出する無益回路に関与してい
る可能性が考えられている (Coskun et al., 2013)。無益回路とは、見かけ上は生体
エネルギー、ATP や NADPH を利用して物質の取り込むと同時にそれを放出す
ることを繰り返す、一見無駄に見える回路のことを指すが、実際には、過剰な還
元力によって活性酸素を産出しないための防御機構と考えられている。そのた
め、アンモニア透過性を制御することで、チラコイド膜におけるプロトン濃度勾
配を維持すると考えられている。過剰なアンモニアが葉緑体胞膜内に入ると、プ
ロトンを奪いアンモニウムイオンとなる脱共役剤となる。これにより、プロトン
濃度勾配が緩和されると、ATP 合成阻害されるだけでなく、強光エネルギーを受
けた時の防御機構が抑制されてしまう (Noctor et al., 1991; Noctor et al., 1993)。ま
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た、アンモニア分子が直接  PSII の酸素発生複合体  oxygen-evolving complex 
(OEC) に結合してしまい、光合成活性を低下することが報告されている (Oyala 
et al., 2015)。アンモニア分子が蓄積するような状態では、細胞膜のアンモニア透
過性を上昇させて、細胞外へ放出する機構は重要と考えられる。しかしながら、
無益回路モデルは提唱されているが、実際に AQP の関与を示す直接的な証拠は
未だ明らかとなっていない。 
ゲノムデータベースの公開によって、複数の微細藻類で AQP ホモログの存在
が確認されたが、未だそのほとんどは機能未知である。地球上の一次生産の 50%
を担う微細藻類において、AQP による二酸化炭素やアンモニアといった気体分
子の透過制御は、海水中での炭素固定や窒素同化に影響を与える可能性が高い
と考えられた。そこで第三章では、海洋性珪藻 P. tricornutum と T. pseudonana に
おいて、新奇 AQP の同定および機能解析を行った結果を報告する。 
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3-2 材料及び手法 
3-2-1 細胞培養条件 
海洋性珪藻  Phaeodactylum tricornutum Bohlin UTEX 642 (University of Texas 
Culture Collection, Austin, USA) および Thalassiosira pseudonana CCMP1335 
(Provasoli Guillard National Center for Culture of Marine Phytoplankton, Bigelow, West 
Boothbay Harbor, ME) を Guillard と Ryther (Guillard and Ryther, 1962) および
Harrison ら (Harrison et al., 1980) のものを一部変更した人工海水 F/2ASW ①
(half-strength Guillard’s “f” artificial sea water, Table 2-1) 約 30 mL に移植し、温度
20°C、光強度 30 µmol m-2 s-1の白色蛍光灯連続照射下で、O.D.730が 0.1-0.2 にな
るまで前培養を行った。その後、全量を円柱状ガラス容器（以下バブラー）、も
しくは 100 mL 容試験管型ガラス容器（以下試験管バブラー）に移し、50 mL か
ら 1 L の F/2ASW ①と混合することで希釈した。通気には三田市学園地区の大
気（約 0.04%の CO2 を含む：以下 Air）を浄化した後に培養液中に流入させ、
温度 20°C、光強度 P. tricornutum 80 µmol m-2 s-1もしくは T. pseudonana 60 µmol 
m-2 s-1の白色蛍光灯連続照射下で本培養を行った。培養液中の pH が常に約 8.0 
– 8.2 に保つよう、培養液に終濃度 10 mM Tris-HCl を添加した。 
 クロロフィル濃度を調整する際には、細胞懸濁液 100 µl を 1.5 ml チューブに
回収し、卓上遠心機で沈殿後、上清を除去した。DMSO 100 µL 添加し、よく撹
拌後、1 mL のメタノールを混合した。卓上遠心機で 1 分遠心し、その上清を用
いて、A730、A664、および A630を測定し、以下の式にてクロロフィル a 濃度を算
出した (Jeffrey and Humphrey, 1975)。 
 
Chla (µg/ml) = 11 × {11.47 × (A664 – A730) – 0.4 × (A630 –A730)} 
 
3-2-2 AQP系統解析 
 BLAST によって得たアミノ酸配列 (Table 3-1) を Clustal Omega (Sievers et al., 
2011) を用いてアライメントし、MEGA7 (Kumar et al., 2016) を用いて系統解析
を行った。初期系統樹の作成条件は、Jones-Taylor-Thornton (JTT) substitution モ
デル (Jones et al., 1992) を用いた neighbor-joining 法 (BioNJ, Saitou and Nei, 1987) 
で行った。そして、作成した初期系統樹を Nearest-Neighbor-Interchange (NNI) 法
と、Whelan and Goldman (WAG) モデル (Whelan and Goldman, 2001) を用いた 
maximum likelihood 法によって系統樹を作成した。アライメント中のギャップに
対しては、“Partial deletion, Site Coverage Cutoff 80%” として処理した。1000 回の
ブートストラップ値を設定し、そのうち 50%より高く補償された分岐について
図に表記した。 
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Table 3-1 Accession No. of AQPs. 
Organism Protein name Species Accession No. 
Diatom FcAQP1 Fragilariopsis cylindrus OEU09641 
 FcAQP2 Fragilariopsis cylindrus OEU11181 
 FcAQP3 Fragilariopsis cylindrus OEU14389 
 FcAQP4 Fragilariopsis cylindrus OEU23058 
 FsAQP1 Fistulifera solaris GAX13763 
 FsAQP2 Fistulifera solaris GAX16303 
 FsAQP3 Fistulifera solaris GAX21850 
 FsAQP4 Fistulifera solaris GAX21960 
 FsAQP5 Fistulifera solaris GAX28830 
 PtAQP1 Phaeodactylum tricornutum LC341922 
 PtAQP2 Phaeodactylum tricornutum LC341923 
 PtAQP3 Phaeodactylum tricornutum LC341924 
 PtAQP4 Phaeodactylum tricornutum LC341925 
 PtAQP5 Phaeodactylum tricornutum LC341926 
 PmAQP1 Pseudo-nitzschia multiseries CLN-47 182141* 
 PmAQP2 Pseudo-nitzschia multiseries CLN-47 239177* 
 ToAQP1 Thalassiosira oceanica EJK46256 
 ToAQP2 Thalassiosira oceanica EJK66519 
 TpAQP1 Thalassiosira pseudonana LC341927 
 TpAQP2 Thalassiosira pseudonana LC341928 
 UaAQP1 Ulnaria acus AEQ27900 
    
Brown algae EsAQP1 Ectocarpus siliculosus CBJ27953 
 EsAQP2 Ectocarpus siliculosus CBN74002 
    
Green algae CcMIPA1;1 Coccomyxa subellipsoidea C-169 XP_005643225 
 OlMIPB1;1 Ostreococcus lucimarinus CCE9901 XP_001420576 
 OrMIPB1;1 Ostreococcus RCC809 † 
 MpMIPC1;1 Micromonas pusilla CCMP1545 XP_003064643  
 MrMIPC1;1 Micromonas commoda XP_002504749 
 OtMIPC1;1 Ostreococcus tauri XP_003078566  
 VcMIPD1;1 Volvox carteri XP_002956415 
 CcMIPD1;1 Coccomyxa subellipsoidea C-169 XP_005651534  
 CnMIPD1;1 Chlorella NC64A † 
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 CrMIPD1;1 Chlamydomonas reinhardtii XP_001694120  
 VcMIPD2;1 Volvox carteri † 
 CrMIPD2;1 Chlamydomonas reinhardtii PNW70231  
 CcMIPD3;1 Coccomyxa subellipsoidea C-169 XP_005643980  
 VcMIPD4;1 Volvox carteri XP_002952875  
 OrMIPE1;1 Ostreococcus RCC809 † 
 CnMIPE1;1 Chlorella NC64A † 
 CnMIPE1;2 Chlorella NC64A † 
 CnMIPE1;3 Chlorella NC64A † 
 CcPIP4;1 Coccomyxa subellipsoidea C-169 XP_005647077  
 CcPIP4;2 Coccomyxa subellipsoidea C-169 XP_005652120  
 CcGIP1;1 Coccomyxa subellipsoidea C-169 XP_005644521  
 CcGIP1;2 Chlorella variabilis XP_005844923  
    
Red algae CcAQPlike Chondrus crispus CDF37343 
 PuAQPlike Porphyra umbilicalis OSX70870 
 PyAQP2 Pyropia yezoensis AMB19002 
    
Haptophyte EhAQP1 Emiliania huxleyi CCMP1516 XP_005771157 
 EhAQP2 Emiliania huxleyi CCMP1516 XP_005771917 
 EhAQP3 Emiliania huxleyi CCMP1516 XP_005789969 
 EhAQP4 Emiliania huxleyi CCMP1516 XP_005775093 
 EhAQP5 Emiliania huxleyi CCMP1516 XP_005767369 
 EhAQP6 Emiliania huxleyi CCMP1516 XP_005767345 
    
Dinoflagellate SmAQP1;1 Symbiodinium microadriaticum OLQ03308 
 SmAQP1;2 Symbiodinium microadriaticum OLQ06748 
 SmAQP2 Symbiodinium microadriaticum OLP85978 
 SmAQP3 Symbiodinium microadriaticum OLQ03309 
 SmAQP4;1 Symbiodinium microadriaticum OLQ00835 
 SmAQP4;2 Symbiodinium microadriaticum OLP98951 
 SmAQP5 Symbiodinium microadriaticum OLP86425 
 SmAQP6 Symbiodinium microadriaticum OLQ11182 
 SmNIP1;3 Symbiodinium microadriaticum OLQ14438 
 SmNIP2;1 Symbiodinium microadriaticum OLQ14241 
 SmNIP3 Symbiodinium microadriaticum OLP90853 
 SmNIP4;2 Symbiodinium microadriaticum OLP81128 
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Eustigmatale NgSIP1;2 Nannochloropsis gaditana CCMP526 EKU22600 
    
Bacteria BdAQPz Brevundimonas diminuta WP_003165110 
 DaMIP Desulfuromonas acetoxidans WP_005998376 
 EcGlpF Escherichia coli AAA23886  
 PmGUFP Proteus mirabilis BB2000 AGS61672 
    
Cyanobacteria MvMIP Microcoleus vaginatus WP_006633829 
 SynechocystisAQPz Synechocystis sp. PCC 6803 WP_010872492 
 CyanotheceMIP Cyanothece sp. PCC 7425 ACL47232 
 SynechococcusMIP Synechococcus sp. PCC 7335 WP_006457696 
 LyngbyaAQPz Lyngbya sp. PCC 8106 EAW37258 
 PfAQPz Pseudomonas fluorescens WP_011332956 
    
Archaea CnlMIP Candidatus Nitrosoarchaeum limnia SFB1 EGG42956 
 CsMIP Cenarchaeum symbiosum A ABK76833 
 CngMIP Candidatus Nitrososphaera gargensis Ga9.2 AFU59022 
 MbAQPz Methanoregula boonei WP_011991023 
 NmMIP Nitrosopumilus maritimus SCM1 ABX12457 
    
Land plant AtPIP1;2 Arabidopsis thaliana AAC28529 
 AtPIP2;1 Arabidopsis thaliana P43286 
 AtPIP2;2 Arabidopsis thaliana ANM61644 
 AtPIP2;4 Arabidopsis thaliana Q9FF53 
 AtTIP1;1 Arabidopsis thaliana P25818 
 AtTIP1;2 Arabidopsis thaliana Q41963 
 AtTIP1;3 Arabidopsis thaliana O82598 
 AtTIP2;1 Arabidopsis thaliana Q41951 
 AtTIP2;3 Arabidopsis thaliana Q9FGL2 
 AtTIP3;1 Arabidopsis thaliana P26587 
 AtTIP4;1 Arabidopsis thaliana O82316 
 AtTIP5;1 Arabidopsis thaliana Q9STX9 
 AtNIP1;1 Arabidopsis thaliana Q8VZW1 
 AtNIP1;2 Arabidopsis thaliana Q8LFP7  
 AtNIP5;1 Arabidopsis thaliana Q9SV84 
 AtNIP6;1 Arabidopsis thaliana Q9SAI4 
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 CpNIP1 Cucurbita pepo subsp. pepo CAD67694 
 CsAQU20 Camellia sinensis AGG39698 
 FcNIP Fragaria chiloensis ADK56129 
 GmPIP2 Glycine max AAX86046 
 GmNOD26 Glycine max CAA28471 
 HvPIP1;3 Hordeum vulgare subsp. vulgare BAA23745 
 HvPIP1;4 Hordeum vulgare subsp. vulgare BAF33068 
 HvPIP2;1 Hordeum vulgare subsp. vulgare BAA23744 
 HvNIP2;1 Hordeum vulgare ADH59385 
 NeAQP Nicotiana excelsior BAA20076 
 NtAQP1 Nicotiana tabacum CAA04750 
 NtTIP4;1 Nicotiana tabacum CAB40742 
 OeSIP1;1 Olea europaea ABP35568 
 OeSIP1;2 Olea europaea ACH72790 
 OsPIP2 Oryza sativa Japonica Group XP_015651220 
 OsNIP2;1 Oryza sativa Japonica Group Q6Z2T3 
 OsNIP2;2 Oryza sativa Japonica Group Q67WJ8 
 OsTIP Oryza sativa Japonica Group BAC79359 
 SlSIP1;2Like Solanum lycopersicum BAO18649 
 SlPIP1;3 Solanum lycopersicum BAO18623 
 SlXIP1;1 Solanum lycopersicum BAO18652 
 SoPIP2;1 Spinacia oleracea AAA99274 
 StSIP1 Solanum tuberosum AFD96388 
 StXIP1;1 Solanum tuberosum ADO66670 
 TaTIP2;1 Triticum aestivum AAS19468 
 TaTIP2;2 Triticum aestivum AAS19469 
 VvSIP1 Vitis vinifera ABD46741 
 ZmPIP1;1 Zea mays Q41870 
 ZmPIP1;5 Zea mays Q9AR14 
 ZmNIP2;1 Zea mays Q19KC1 
 ZmNIP2;2 Zea mays Q9ATN2 
 PpGIP1;1 Physcomitrella patens AAU43832 
 PpHIP1;1 Physcomitrella patens 91611‡ 
 PpXIP1;1 Physcomitrella patens 71087‡ 
 PpXIP1;2 Physcomitrella patens 71489‡ 
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Fungi CoAqy1 Candida orthopsilosis Co 90-125 CCG20420 
 ScAQY1 Saccharomyces cerevisiae BAG50026 
 ScAQY2 Saccharomyces cerevisiae ADC55553 
    
Animal DrAQP1 Danio rerio AAV34608 
 EtAQP1 Echinops telfairi XP_004702814 
 HsAQP0 Homo sapiens P30301 
 HsAQP1 Homo sapiens EAL24446 
 HsAQP2 Homo sapiens CAG46821 
 HsAQP3 Homo sapiens CAG46822 
 HsAQP4 Homo sapiens P55087 
 HsAQP5 Homo sapiens P55064 
 HsAQP6 Homo sapiens Q13520 
 HsAQP7 Homo sapiens AAH62701 
 HsAQP8 Homo sapiens O94778 
 HsAQP9 Homo sapiens BAA24864 
 HsAQP10 Homo sapiens Q96PS8 
 HsAQP11 Homo sapiens Q8NBQ7 
 HsAQP12 Homo sapiens Q8IXF9 
 MmAQP4 Mus musculus AAL73545 
 PaAQP0 Protopterus annectens BAH86607 
* Protein ID in Pseudo-nitzschia multiseries CLN-47 database at JGI 
† Anderberg et al. (2011) 
‡ Danielson and Johanson, (2008); Protein ID in Physcomitrella patens subsp patens v1.1 database at JGI 
 
3-2-3 全RNA抽出 
採取した細胞を細胞数が 2.0×108 個になるように 50 mL 遠心管に収穫し、
3,000×g、20°C で 10 分間遠心して、ペレットを液体窒素中で瞬間凍結した。液
体窒素中で破砕後の細胞を用い、RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) 
のプロトコールに従って全 RNA を抽出した。260 nm における吸光度を測定し、
RNA 溶液の濃度を算出した。抽出した全 RNA は分注後、使用するまで-80°C で
保存した。 
 
3-2-4 定量的 RT-PCR 
全 RNA 1 μg を鋳型として、Oligo (dT) 20 プライマ （ーTOYOBO、大阪、日本）
及び逆転写酵素（Reveartra Ace®, TOYOBO）を用いて逆転写した一本鎖 cDNA を
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鋳型として行った。 
AQP 候補遺伝子について、それぞれの塩基配列に特異的に結合するプライ
マーを Genetyx-Win, version 5.1.1 (Genetyx Corporation, Japan) を用いて設計し
た。また Tm値の算出は、シグマジェノシスのオリゴ DNA 特性計算プログラム
「OligoEvaluatorTM」(http://www.oligoevaluator.com/Login.jsp）を用いて行った。
その際に、以下の 3 点に従ってプライマーを設計した。 
 
① PCR 産物が最低 100 bp 以上になること（電気泳動によるバンドを確認し
やすくするため）。 
② Tm値を揃える。（本実験では 64～65℃に設定した。） 
③ できるだけ全長配列 3’末端より 300 bp 以内の領域が増幅されるように設
計すること (3’末端に近いほど逆転写効率が高く、定量性が高くなるた
め)。 
 
設計したそれぞれの候補断片特異的なプライマーセット (Table 3-2) を用いて、
それぞれ作成した cDNA ライブラリを鋳型に PCR を行った。また、内部標準遺
伝子として内在性恒常的遺伝子である P. tricornutum Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (gapC2) 遺伝子 (PtgapC2)、T. pseudonana actin 遺伝子 (TpAct) を
用いた。それぞれ、二酸化炭素濃度、硝酸、アンモニア、および低硝酸濃度環境
に対して発現応答しないことを、Histone H4、actin、および Gap 遺伝子を用い
て、確認を行った (Figure 3-1)。PCR 装置に Thermal Cycler Dice（TaKaRa、滋賀、
日本）を、ポリメラーゼに GeneAce SYBR® qPCR Mix α No ROX （NIPPON GENE、
東京、日本）を使用した。PCR プログラムは、94℃で 10 分間熱変性させた後、
95℃, 30 秒、60℃, 1 分のサイクルを 45 回繰り返す条件に設定した。 
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Table 3-2 Primers used for quantitative RT-qPCR. 
Gene names Primer sequences 
Elongation 
length 
(bp) 
Melting 
point 
(°C) 
PtAQP1 Fw 5'-AGCTGCTTTTGGCGATTATTG-3' 218 84.46* 
 Rv 5'-TAATGCCTGCACCAGTCATG-3'   
PtAQP2 Fw 5'-ATGTTTCCTGCCATTCCAATC-3'  167 85.29*  
 Rv 5'-TAGATCCAATACCAGCTTCCGAC-3'     
PtAQP3 Fw 5'-TCATGTTCACAATTTACATTTTGAACTG-3'  226 84.52* 
 Rv 5'-GCAATCCAGTAGACAAAATAATGCTG-3'    
PtAQP4 Fw 5'-AATGAAACAACCCAAAGGCAC-3'  149 87.21* 
 Rv 5'-CCAGCTAGATAGGCAACAATTCTG-3'    
PtAQP5 Fw 5'-CGTTGCCGTTCCTCCTATCATT-3' 239 86.52* 
 Rv 5'-GGTTCGTGATTAGTCGCTATAGCATTAGC-3'   
TpAQP1 Fw 5'-TCTGCTTTGTGGTATTGTTTGTAGC-3'  187 83.45* 
 Rv 5'-GCATACAACAAATTAGAAAGACCATCAG-3'    
TpAQP2 Fw 5'-TGAGTTTGATCCTACTGATGATGATG-3' 245 82.69*  
 Rv 5'-CATTCTTTGCAAAGATGTACCATGTAG-3'   
PtGapC2 Fw 5'-GATCTTCCTTGGCAAACTTGATTC-3' 240 87.43*  
 Rv 5'-CGTCTTCGGTGTATCCGAGAATA-3'   
PtHis Fw 5'-GGATTCGGAGGTTAAGCTTGC-3' 162 80.70*  
 Rv 5'-TTCCTACACACACCATCAGCATAG-3'   
PtAct1 Fw 5'-GATTGTTGCTCCTCCGGAAC-3' 187 81.98*  
 Rv 5'-CACCTCCTACAAACGTTGAAGAAC-3'   
TpAct Fw 5'-ACTGGATTGGAGATGGATGG-3' 162 81.12*  
 Rv 5'-CAAAGCCGTAATCTCCTTCG-3'   
TpHis Fw 5'-GAATCACTAAGCCCGCCATC-3' 185 84.73*  
 Rv 5'-GGCGTAAACGACATCCATG-3'   
TpGapC3 Fw 5'-GATTTCATTGGTGATGCTCACTC-3' 206 80.94*  
  Rv 5'-CAAGACTGAGATATTCGCTCTGTCA-3'     
*Implies that melting point curve was of single peak 
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Figure 3-1 The relative expression levels of reference genes. 
A, The transcripts of PtHistone H4 (His) or PtActin1 (Act1) were normalized by 
PtGlyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2 (GapC2) in P. tricornutum. B, The 
transcripts of TpHis or TpGapC3 were normalized by TpAct in T. pseudonana. Cells were 
grown in 1% CO2 (high CO2/NO3
-, black), 0.04% CO2 (air/NO3
-, white), with the addition 
of 1.8 mM NH4Cl (air/NH3, cyan), and 18 µM NaNO3 (air/low NO3
-, magenta). All data 
are mean ± SD (n = 3). Student’s t-tests were performed between the air/NO3- condition 
as the reference and all treatment conditions (*, P < 0.05; n.s., not significant). 
 
3-2-5 細胞内 AQP 局在解析用および過剰発現体作製用コンストラクト作製 
P. tricornutum 用に抗生物質 Zeocin 耐性遺伝子 Sh ble カセットの挿入され
た  pPtfcpApEGFP ベクター内部に作製したプライマー  (eGFP Fw: 5’-
GTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC-3’/fcpAp Rv: 5’-TCGAAACGGCAGAC 
AAATTTGTG-3’) を用いてインバース PCR を行った。ポリメラーゼは 
PrimeSTAR® HS DNA polymerase (TaKaRa) を用いた。得られた遺伝子断片に、T4 
Polynucleotide Kinase（TOYOBO、大阪、日本）によりリン酸化処理を施した目的
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AQP 遺伝子配列をライゲーションすることで、局在解析および過剰発現体用コ
ンストラクトを作製した。 
 T. pseudonana 用コンストラクト作製には、Tachibana et al. (2011) と同様に、抗
生物質 Nourseothricin に耐性を獲得する Nourseothricin acetyl transferase (NAT) 
遺伝子カセットを有する pTha-K1 ベクターを制限酵素 EcoRV および NotI サ
イトで切断し、eGFP 遺伝子を EcoRV および XhoI 認識サイトを付加して PCR 
増幅した遺伝子断片を挿入した (Tachibana et al., 2011)。EcoRV サイトで切断後、
下記のプライマーセット (Table 3-3) を用いて PCR 増幅した目的遺伝子断片を
挿入した。 
 
Table 3-3 Primers for the plasmid construction. 
Gene names  Primer sequences 
PtAQP1 Fw 5'- ATGGTTGAGTACGGATCTATACCGCAAAC -3' 
 Rv 5'- CGCCATGAGCAGGCGGT -3' 
PtAQP2 Fw 5'- ATGGCTTCCATTATCAACATCATGAACA -3' 
 Rv 5'- GGCCTGAGGCGCGGC -3' 
PtAQP3 Fw 5'- ATGGTCAAGGACTACGTCGAAGCG -3' 
 Rv 5'- GTTAGTCTTCTTGGCAGTGGTCTTGGTC -3' 
PtAQP4 Fw 5'- ATGGGGCGCCGTTGGTT -3' 
 Rv 5'- CGACTTCATTTCGTCGTCGTTG -3' 
PtAQP5 Fw 5'- CCCGTCGCTATTCCCTTCATATC -3' 
 Rv 5'- TAGCATTAGCACTTTGTCGGCCAA -3' 
TpAQP1 Fw 5'- ATGATCAATTCAAAAACCATCACAGAAC -3' 
 Rv 5'- CACGAGAGGAGTACTCTCACCAACA -3' 
TpAQP2 Fw 5'- ATGCCAATCATCACTCTCCTCTCCTC -3' 
 Rv 5'- CTTCTTCTTCTTTGATTCAGTAGCAGCCTTG -3' 
 
3-2-6 珪藻形質転換法 
P. tricornutum は Zaslavskaia et al. (2000)、T. pseudonana は Poulsen et al. (2006) 
の手法に従い、それぞれ形質転換を行った。大気圧環境下で培養した野生型 P. 
tricornutum 細胞 (O.D.730 = 0.2-0.3) もしくは T. pseudonana 細胞 (O.D.730 = 0.15-
0.2) を、それぞれ 5×107個ずつ F/2 ASW 寒天培地上に直径 3.2 cm の円状に塗
布し、クリーンベンチ内で蛍光灯照射下 30 分静置した。1 µg の形質転換用プラ
スミド DNA を 1.0 M CaCl2 と 16 mM のスペルミジン (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) を混合した溶液中で、直径 0.79 µm のタングステン粉末 W-1KD（日
本新金属株式会社、大阪、日本）0.5 mg にコーティングした。これを PDS-1000/He 
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biolistic particle-delivery system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて、10.7 mPa、
91.4 kPa、および標的細胞への距離 6 cm となる条件で、導入した。導入後の P. 
tricornutum 細胞はプレート上で暗処理 1 日の回復培養を行った後、100 µg mL-1 
Zeocin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; Zaslavskaia et al., 2000) プレートへ、1×108 
個ずつ塗布した。T. pseudonana は導入後、F/2 ASW 液体培地へ移し、1 日暗環
境での回復培養を行い、翌日 150 µg mL-1 Nat (Werner BioAgents, Jena, Germany; 
Poulsen et al., 2006) 添加寒天培地へ、1×107 個ずつ塗布した。それぞれ 3~4 週
間培養した後、Zeocin 耐性および Nat 耐性を持つ形質転換体を選抜した。GFP 
蛍光の確認は蛍光顕微鏡 OLYMPUS®-BX51（OLYMPUS、東京、日本）を用いて
行い、二次選抜とした。二次選抜により EGFP 蛍光が観察できた細胞について
『AQPnG』（n は各 AQP の数字）と表記することとした。 
 
3-2-7 共焦点レーザー顕微鏡を用いた局在解析 
100 mL試験管型ガラス容器（試験管バブラー）を用いて培養した対数増殖期
の細胞を回収し、Nikon A-1R 共焦点レーザー顕微鏡（Nikon、東京、日本）、レ
ンズに Apo 60 × Oil λS (Nikon)を用いて、局在解析を行った。核染色には、終濃
度 5 μM となるよう Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を細胞懸
濁液に添加、室温で 30 分間処理し、F/2ASW で 3 回洗浄後、観察を行った。蛍
光検出に用いたフィルターの波長領域および励起レーザー光は、それぞれ、葉緑
体自家蛍光: 662.5–735.5 nm / 640 nm ; Hoechst 33342 蛍光: 425-475 nm / 405 nm 
laser; GFP 蛍光: 500-550 nm / 488 nm を用いた。 
 
3-2-8 EGFP タンパク質発現確認 
3-2-8a 細胞の回収とサンプル調整 
珪藻細胞 30‐50 ml を遠心 (20℃, 1,700×g, 5 min)、ペレットにして液体窒素
で凍結、-80°C で保存した。凍結したサンプルに 200 µL、2×Sample Buffer [50 
mM Tris-HCl pH 6.8, 10% (w/v) glycerol, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) 2-mercaptoethanol] 
を添加し、よく懸濁した。サンプルを氷上に設置し、超音波破砕機 ULTRASONIC 
DISRUPTOR UD-201（トミー精工、東京、日本）を用いて、10 秒破砕、30 秒冷
却を 10 回繰り返すことで細胞を破砕した。その後、10,000×g、4℃、10 分遠心
し、上清を回収、99℃、5 分、熱変性を行った 
 
3-2-8b タンパク質量定量 
タンパク質量を定量するため、牛血清アルブミン (bovine serum albumin: BSA) 
を滅菌水に溶解して、1mg mL-1 の BSA 標準溶液を調整した。この BSA 標準溶
液を滅菌水で段階希釈し、0、1.25、2.5、5、10、および 20 µg mL-1、最終量 800 
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µL となるように調整した。それらの希釈済み標準溶液に 200 µL のブラッドフ
ォード試薬 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を加えて撹拌、5 分以上室温で放置し
た。波長 595 nm の吸光度 (A595) を分光光度計 UH 5300（日立ハイテクサイエ
ンス、東京、日本）で測定した。その値から、各標準溶液の BSA 濃度に対する
A595 の値として検量線を作成した。そして、 溶液破砕したサンプルの上清を 
Bradford 法に則って、タンパク質濃度を測定し、泳動に用いるタンパク質量が 20 
µg となるようにサンプル調整した。メルカプトエタノールを 2.5%となるよう添
加し、95℃、5 分、熱処理した。 
 
3-2-8c SDS-PAGE およびウェスタンブロッティング 
10% アクリルアミド分離ゲル (10% A.A.-Bis solution, 0.375 M Tris-HCl pH8.8, 
0.1% SDS, 0.1% APS, 0.15% TEMED) と濃縮ゲル (3% A.A.-Bis solution, 0.125 M 
Tris-HCl pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% APS, 0.15% TEMED) をスラブゲル板に作製した。
泳動バッファー (25 mM Tris, 200 mM glycine, 10% SDS) にゲル板を浸し、1 ウェ
ルあたり 20 µg のタンパク質をアプライし、180 V 定電圧、35 mA/枚、30 ~ 60 分
泳動した。続いて、泳動後のゲルの下に PVDF 膜 (Immobilon-P, Merck KGaA, 
Darmstadt, Germany) を、ブロッティングバッファー (39.6 mM Tis, 3.47 mM SDS, 
240 mM Glycine) に浸した厚いろ紙の間に挟み、転写装置で、定電圧 25 V、電
流 (メンブレン面積 (cm2)×2) mA、30 分、転写を行った。GFP 標識した目的タ
ンパク質の発現を確認するために 1 次抗体として GFP 抗体 (Anti-GFP-Tag, 
Rabbit IgG Polyclonal (ANA Spec, Fremont, CA, USA)、二次抗体として anti-rabbit 
IgG HRP conjugate (PROMEGA, Madison, WI, USA) を使用した。化学発光の検出
には LuminoGraph I（アトー株式会社、東京、日本）を用いた。 
 
3-2-9 CO2膜透過速度測定 
ジョージア大学海洋科学学部の Brian M. Hopkinson 教授のもと、Membrane 
Inlet Mass Spectrometry (MIMS; PFEIFER Mass spectrometer, Pfeiffer Vacuum GmbH, 
Asslar, Germany) を用いた測定を行った。装置へ流入する気体分子を、100%エタ
ノールをドライアイスで冷却し－70°C にすることで検出器に水分子が混入する
のを防いだ (Figure 3-2)。テフロン膜を O2電極チャンバーにグリスでシールし、
質量分析計本体へ接続した。10 分ほど放置し、細胞外炭酸脱水酵素の影響を除
去するために、生体膜非透過性の dextran-bound acetazolamide (DBAZ; Ramidus AB, 
Lund, Sweden) を 100 µM となるよう添加した。チャンバー内の CO2 平衡状態が
安定したのを確認後、13C18O で標識された重炭酸ナトリウム溶液 1 M を終濃度
2 mM となるようにチャンバーへ添加した。この時、異なる質量の CO2 分子量
が変化することを確認した。そして、チャンバー内の CO2 量比が安定するまで
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10 分ほど待機し、暗環境下で細胞懸濁液を添加した際の、細胞内 CA によって
水和/脱水反応のよって細胞から漏れ出てくる CO2分子量比の推移をモニタリン
グした (Hopkinson et al., 2011)。細胞は 3 µm フィルターを用いて回収し、細胞数
が 100,000 ~ 200,000 cells mL-1 となるように無機炭素を除去した人工海水 (pH 
8.0) で調整した。 
 
 
Figure 3-2 Membrane-Inlet Mass 
Spectrometer (MIMS). 
PrismaPlus® QMG 220 was connected 
with a Clark type oxygen electrode. At 
the connection tube, -70℃ ethanol with 
dry ice suppressed the water molecule to 
contaminate into the detector. 
 
 
 
3-2-10 アンモニア膜透過速度測定 
アンモニアの取り込みを調べるには、上記の手法を用いてクロロフィル濃度 
20 µg mL-1に調整した細胞懸濁液 500 µLをクラーク型酸素電極のチャンバーへ
添加し、初期濃度 100 µM となるよう NH4Cl を添加し、光強度 50 μmol m-2 s-1 
のハロゲンランプを照射しながら、30、60、120、240、および 480 秒の細胞懸濁
液をそれぞれ 30 µL ずつ回収した。 
アンモニアの細胞膜漏れ出しを調べるためには、上記の手法を用いてクロロ
フィル濃度 20 µg mL-1に調整した細胞懸濁液 500 µLをクラーク型酸素電極のチ
ャンバーへ添加し、光強度 1500 μmol m-2 s-1 のハロゲンランプを照射、10 分もし
くは 30 分毎、最長 120 分までの細胞懸濁液 30 µLずつ回収し、フィルター濾過
し、細胞のみを除去した。 
以上のようにして得たサンプルを 20 µLずつ 96 穴プレートに添加し、77 mM 
Na2B4O7、0.78 μM Na2SO3、およびエタノールに溶解した 3.7 μM o-phthalaldehyde 
（OPA; 東京化成工業株式会社、東京、日本）の混合溶液を 80 µL 添加、室温、
暗条件で 2時間以上静置し、2104 EnVisionTMプレートリーダー (PerkinElmer, Inc., 
Waltham, MS, USA) を用いて励起光 360 nm に対する蛍光 420 nm の光強度を測
定した。 
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3-2-11 パルス振幅変調 (PAM) を用いたクロロフィル蛍光測定 
クロロフィル濃度 5 µg mL-1に調整した細胞懸濁液 2 mLをクラーク型酸素電
極のチャンバーへ添加し、10 分以上暗順化させた後、PAM-2100 (Walz, Effertlich, 
Germany) を用いて、PS II における電子伝達活性を測定した。飽和パルスは 3000 
μmol m-2 s-1 を 1 秒照射し、ベースラインが安定したのを確認した後、励起光 7, 
44, 110, 180, 280, 440, 775, および 1100 μmol m-2 s-1 照射時の NPQ を算出した。
NPQ の算出には 1990 年 Bilger と Bjorkman の論文に基づき NPQ = Fm/Fm’-1 で
算出した (Bilger and Bjorkman, 1990)。各脱共役剤、1-5 mM NH4Cl または 0.1 mM 
carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) の添加は励起光照射前に行った。 
  
65 
 
3-3 結果 
3-3-1 珪藻 AQP候補遺伝子探索 
海洋性珪藻 P. tricornutum および T. pseudonana のゲノムデータベースからアク
アポリン候補を探索した。まず、ヒトのアクアポリン HsAQP1、タバコ NtAQP1、
またはシロイヌナズナ AtPIP1;2 のアミノ酸配列を鋳型として BLAST 検索を行
い、P. tricornutum および T. pseudonana ゲノムライブラリに存在するアミノ酸相
同性を有するタンパク質を選抜した。その結果、P. tricornutum には 5、T. 
pseudonana には 2 の相同配列を発見した。また、アクアポリンの特徴の１つで
あ る 膜 貫 通 領 域 の 数 を 膜 貫 通 領 域 予 測 ア ル ゴ リ ズ ム TMHMM 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) により予測した結果、少なくとも 4 つ
以上の膜貫通領域がある可能性が示された。加えて、モノマーを形成するアミノ
酸配列のうち、水分子が通過するために必要とされるアスパラギン、プロリン、
アラニン（NPA モチーフ）が保存されていることも分かった (Figure 3-3; Table 
3-4)。 
 
3-3-2 AQP 系統解析 
見つかった珪藻アクアポリン候補タンパク質がどの生物種に類似しているの
か調べるため、MEGA 7 (Kumar et al., 2016) を用いて系統樹を作成した。用いた
生物種は、動物、陸上植物、シアノバクテリア、菌類、アーキア、バクテリア、
緑藻、紅藻、珪藻、その他の藻類（ハプト藻、渦鞭毛藻、および褐藻）からアミ
ノ酸配列を取得した (Table 3-1)。この系統樹から、P. tricornutum の PtAQP1、
PtAQP4、および PtAQP5 が同じクレードに属し、バクテリア型のグリセロール
チャネル、GIP と類似していることが分かった (Figure 3-4 青)。一方、PtAQP3 と
T. pseudonana AQP2 が陸上植物において機能未知とされている SIP ファミリー
タンパク質と近縁に位置づけられた (Figure 3-4 黄)。これらは不等毛藻類独自の
クレードを形成しており、LIP ファミリーと名付けられている (Khabudaev et al., 
2014)。また TpAQP1 は紅藻由来、PtAQP2 は、緑藻 MIPE に近縁であることが
示された (Figure 3-4 橙、黄緑)。 
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Figure 3-3 Comparison of amino acid sequences of AQP candidates in diatoms and 
CO2 or NH3 AQPs in human or plants. 
Alignment of putative second transmembrane domains (TM2) and fifth transmembrane 
domains (TM5) with AQP candidates in diatoms and CO2 AQPs or NH3 AQPs. TM2 and 
TM5 (grey areas) contain two asparagine-proline-alanine (NPA) motifs (bold) and the 
aromatic/arginine (ar/R) constrictions (black squares) which are conserved in diatoms. A, 
Alignment with the sequences of CO2 AQPs; Homo sapiens HsAQP1, Nicotiana tabacum 
NtAQP1, Arabidopsis thaliana AtPIP1;2 and, Hordeum vulgare HvPIP2;1. B, Alignment 
with the sequences of NH3 AQPs; Arabidopsis thaliana AtTIP2;1 and AtTIP2;3, Triticum 
aestivum TaTIP2;1, and Glycine max GmNOD26. AQP candidates in diatoms were 
PtAQP1, PtAQP2, PtAQP3, PtAQP4, PtAQP5, TpAQP1, and TpAQP2. The alignment 
was performed with Clustal Omega. 
 
67 
 
 
 
Figure 3-4 Comparison of AQP sequences from diatoms with those of different 
AQP families. 
A, Phylogenetic tree of AQP family proteins derived from animals (black), land plants 
(deep green), cyanobacteria (deep blue), fungi (purple), bacteria (light blue), archaea 
(grey), green algae (light green), red algae (thin red line), diatoms (thick red line), and 
other eukaryotic algae (brown) (Table 3-1). PtAQP1-5, TpAQP1, and TpAQP2 are 
indicated with red text. Diatom clades are colored; green algae type AQP, light green; GIP, 
light blue; red algae type AQP, orange; LIP, yellow. The phylogenetic tree was 
constructed using the maximum-likelihood method based on the Whelan and Goldman 
(WAG) evolutionary model. Clades with greater than 50% bootstrap support (using 1000 
replicates) are indicated at the nodes of the tree. The branch lengths represent the distance 
between sequences in number of substitutions per site as indicated by the scale bar. B, A 
schematic of the structure of specific regions of AQPs in Human AQP1 (HsAQP1) and 
diatom AQPs (PtAQP1-5, TpAQP1, and TpAQP2). Black boxes indicate transmembrane 
(TM) domains; red boxes indicate asparagine-proline-alanine (NPA) motifs; green boxes 
indicate aromatic/arginine (ar/R) residues. 
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3-3-3 珪藻AQP機能予測 
AQP は、孔を形成するアミノ酸として、2 番目と 5 番目の膜貫通領域、および
Loop E 領域に存在する NPA の N 末端側に、それぞれ芳香族アミノ酸を 1 つず
つ、その直後に R を 1 つ有する。Aromatic/arginine (ar/R) 領域と呼ばれるこれら
の領域は AQP タンパク質ファミリー間で高度に保存されている (Fu et al., 2000; 
Sui et al., 2001; Hub and de Groot, 2006)。陸上植物の AQP では、透過基質ごとに
ar/R 領域が類似していたことから、透過基質を決定する可能性が示唆された 
(Hove and Bhave, 2011)。珪藻の AQP 候補では、PtAQP3、TpAQP1、および TpAQP2
を除き、ほとんどの AQP 候補タンパク質において、NPA モチーフ直後の R は保
存されていた。芳香族アミノ酸についても、既知 AQP と近傍領域に同様の芳香
族アミノ酸残基が認められた。興味深いことに PtAQP2 の ar/R 領域は F-H-C-R
であり、CO2透過性が報告されている HsAQP1 と完全に一致し、陸上植物の CO2
チャネル、タバコ NtAQP1、シロイヌナズナ AtPIP1;2、オオムギ HvPIP2;1 の ar/R
領域、F-H-T-R とも類似していた (Table 3-4)。また、アンモニア透過性を有する
ダイズ GmNOD26 と類似の ar/R 領域 (W-V-A-R) を有していたのが、PtAQP1、
PtAQP4、および PtAQP5 であった (Table 3-4)。 
 
Table 3-4 Characteristics of PtAQPs, TpAQPs, CO2 or NH3 channels. 
AQP 
NPA motifs ar/R selectivity filter 
Substrate candidate 
Subcellular 
localization LB/LE TM2 TM5 LE1 LE2 
PtAQP1 NPA/NPA W V G R glycerol*, NH3† PM and CER† 
PtAQP2 NPG/NPA F H C R H2O*, CO2†, NH3† PM† 
PtAQP3 NPA/NPM W L P L  CER† 
PtAQP4 NPA/NPA W V A R glycerol* undetected 
PtAQP5 NPA/NPV W V G R glycerol* tonoplast† 
TpAQP1 NPA/NPA I A G V  tonoplast† 
TpAQP2 NPA/NPM W I P L  CER† 
HsAQP1 NPA/NPA F H C R H2O‡, CO2§, NH3¶ PM‡‡ 
NtAQP1 NPA/NPA F H T R CO2# PM
§§
 
GmNOD26 NPA/NPA W V A R glycerol||, NH3**  SM
¶¶
 
AtTIP2;1 NPA/NPA H I G R NH3†† tonoplast
##
 
Plasma membrane, PM; chloroplast endoplasmic reticulum, CER; symbiosome membrane, SM. 
* Predicted in Khabudaev et al. (2014), † Predicted in this paper, ‡ Sui et al. (2001), § Nakhoul et al. 
(1998), ¶ Nakhoul et al. (2001), # Uehlein et al. (2003); Flexas et al. (2006), || Wallace et al. (2002), 
** Niemietz and Tyerman (2000), †† Loque et al. (2005), ‡‡ Preston and Agre (1991), §§ Biela et al. 
(1999), ¶¶ Weaver et al. (1991), ## Daniels et al. (1996)  
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3-3-4 珪藻 AQP候補タンパク質の細胞内局在解析 
AQP 候補遺伝子の全長を egfp 遺伝子と融合して、珪藻細胞に発現させること
で、細胞内局在解析を行った。なお、コンストラクト作製には、高発現性プロモ
ーター、 fucoxanthin-chlorophyll a/c-binding-protein 遺伝子プロモーター、P. 
tricornutum PfcpA もしくは T. pseudonana Pfcp8 を用いた。一次選抜において抗
生物質 Zeocin もしくは Nat 耐性株を取得した後、EGFP 蛍光が観察できたクロ
ーンの数をカウントし、Table 3-5 に示した。これらの形質転換体を用い、詳細な
細胞内局在解析のため、共焦点レーザー顕微鏡による観察を行った。その結果、
PtAQP1G は細胞周辺を覆う蛍光と、Hoechst に染色された核およびクロロフィ
ル蛍光を覆う蛍光が観察できたことから、細胞膜と葉緑体胞膜 CER に共局在
していた (Figure 3-5)。PtAQP2G は細胞膜のみ、PtAQP3G は CER、そして 
PtAQP5G は細胞内に袋状の構造を示したことから液胞膜局在である可能性を
示した (Figure 3-5)。一方、T. pseudonana の TpAQP1G は CER、そして TpAQP2G 
は液胞膜である可能性が高いと考えられた。PtAQP4G については EGFP 蛍光が
観察できなかった。  
PtAQP1 の細胞膜かつ CER 共局在については、共焦点顕微鏡の焦点深度を
徐々に変化することで、より顕著に観察することができた (Figure 3-6A)。タン
パク質発現、GFP 抗体を用いたウェスタンブロットにより検出した結果、EGFP
のみ発現細胞からは EGFP (26.9 kDa) のバンドに検出され、PtAQP1 の予想サイ
ズ 28.3 kDa もしくは PtAQP2 の予想サイズ 31.7 kDa それぞれの和、55.2 kD もし
くは 58.6 kDa が検出されたことから、これらの形質転換体では PtAQP1, PtAQP2
を高発現することを確認できた (Figure 3-6B)。 
 
Table 3-5 The number of obtained clones of transformants. 
Transformed construct Zeor colonies / 5×107 cells EGFP positive clones 
PtAQP1::egfp 30 5 
PtAQP2::egfp 53 8 
PtAQP3::egfp 32 6 
PtAQP4::egfp 48 0 
PtAQP5::egfp 62 5 
Transformed construct Natr colonies / 1×107 cells EGFP positive clones 
TpAQP1::egfp 12 7 
TpAQP2::egfp 7 5 
Zeor, Zeocin resistant; Natr, Nourseothricin resistant 
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Figure 3-5 Subcellular localization of PtAQPs and TpAQPs. 
From left, bright field, Hoechst-stained nucleus (blue), autofluorescence of chlorophyll 
(red), EGFP signal (green), and merged image. A, Images of P. tricornutum 
heterologously expressing EGFP-tagged PtAQP1, PtAQP2, PtAQP3, or PtAQP5. B, 
Images of T. pseudonana heterologously expressing EGFP-tagged TpAQP1 and TpAQP2. 
The scale bar represents 10 µm in P. tricornutum images and 5 µm in T. pseudonana 
images. 
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Figure 3-6 Localization of heterologously expressed PtAQP1:EGFP and the 
accumulation of EGFP-tagged PtAQPs. 
A, Pictures of random three cells from PtAQP1G#3. From left, bright field, Hoechst-
stained nucleus (blue), autofluorescence of chlorophyll (red), and EGFP signal (green). 
EGFP signal was scanned at different focus depth to focus on the chloroplast endoplasmic 
reticulum (CER) or the plasmamembrane (PM) of PtAQP1:EGFP. Scale bar represents 
10 µm. B, Accumulation of EGFP-tagged protein in PtG, PtAQP1G#3, and PtAQP2G#5 
grown in low CO2 by western blotting with anti-GFP rabbit antibody, indicating a specific 
band at predicted molecular mass at 26.9 kDa in PtG cells, 55.2 kDa in PtAQP1G cells, 
and 58.6 kDa in PtAQP2G cells. The band above 63 kDa indicates a non-specific band. 
 
3-3-5 珪藻 AQP 候補遺伝子の転写応答性解析 (RT-qPCR) 
 珪藻 AQP 候補遺伝子の環境応答性を調べるため、異なる二酸化炭素濃度や
窒素源を変化した際の、mRNA 蓄積量を調べた。1% CO2 を通気した高 CO2 条
件 (high CO2 / NO3-)、大気圧環境 CO2 濃度を通気した低 CO2 条件 (air / NO3-)、
窒素源をアンモニアとした NH3 条件 (air / NH3)、そして窒素源の硝酸ナトリウ
ムを 1/100 に減らした窒素飢餓条件 (air / low NO3-) でそれぞれ培養した細胞か
ら全 RNA を抽出し、それらを鋳型として RT-qPCR を行った。内在性標準遺伝
子としては、P. tricornutum Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gap) 遺伝
子と T. pseudonana actin 遺伝子を用いた。その結果、PtAQP1、PtAQP2、PtAQP5、
および TpAQP2 の mRNA 蓄積量が硝酸条件と比べて、アンモニア添加条件下で
増加した (Figure 3-7)。また、PtAQP2 は低 CO2条件と比べて、高 CO2 条件下に
72 
 
おいて mRNA 蓄積量が増加した。PtAQP1 と PtAQP3 は通常の NO3- 条件と比較
して、窒素飢餓条件下で mRNA 蓄積量が減少した。TpAQP1 においては特徴的
で、高 CO2条件および NH3条件で抑制、低 CO2および窒素飢餓条件で転写促進
された (Figure 3-7)。 
 
 
Figure 3-7 Gene expression levels of PtAQPs and TpAQPs. 
Response of PtAQP and TpAQP transcript levels to CO2 and nitrogen quantified by RT-
qPCR. Transcript levels of PtAQP1, PtAQP2, PtAQP3, PtAQP4, or PtAQP5 in P. 
tricornutum and TpAQP1 or TpAQP2 in T. pseudonana grown in 1% CO2 (high CO2/NO3
-, 
black), 0.04% CO2 (air/NO3
-, white), with the addition of 1.8 mM NH4Cl (air/NH3, cyan), 
or 18 µM NaNO3 (air/low NO3
-, magenta). The transcripts of GapC2 in P. tricornutum 
and Act in T. pseudonana were used as constitutive internal controls. A, PtAQPs in P. 
tricornutum. B, TpAQPs in T. pseudonana. All data are mean ± SD (n = 3). t-tests were 
performed between the air/NO3
- condition as the reference and all treatment conditions 
(*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; n.s., not significant). 
 
3-3-6 二酸化炭素透過速度測定 (MIMS) 
 珪藻 AQP 候補遺伝子が環境二酸化炭素濃度に転写応答性を示したため、実際
に珪藻 AQP 候補タンパク質が二酸化炭素を透過するのかを調べた。EGFP を共
発現した高発現細胞を用い、細胞膜の二酸化炭素透過速度を membrane-inlet mass 
spectrometer (MIMS) を用いて測定した。この手法では、安定同位体 18O を含む
重炭酸イオンを海水に添加することで無機化学的に二酸化炭素へ変換された後、
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細胞を添加することで細胞膜を透過した二酸化酸素が即座に細胞内 CA の働き
により水和/脱水反応が繰り返され、細胞外へ漏れ出してくる 13C18O2/13C16O2 の
比率変動から細胞膜の二酸化炭素透過速度を算出することができる (Hopkinson 
et al., 2011)。その結果、細胞膜局在を示した PtAQP2G を高 CO2条件で培養する
ことで、コントロールとした野生型細胞より二酸化炭素の膜透過性が上昇した。
一方、細胞膜および CER 共局在の PtAQP1G では明確な差は見られなかった 
(Figure 3-8)。 
 
 
Figure 3-8 MIMS 18O exchange analysis with P. tricornutum WT cells and 
transformant cells heterologously expressing PtAQP1 or PtAQP2 under the dark 
conditions. 
A, Time-dependent changes in the concentrations of extracellular 13C18O18O (blue), 
13C18O16O (orange), and 13C16O16O (grey) were monitored with MIMS. Addition of P. 
tricornutum cells (t = 0 min) induced immediate 18O exchange. B, The CO2 influx rate 
constants (cm3/s) of PtAQP1G#3 and #4 (grey bars), and PtAQP2G#5 and #12 (black 
bars), grown under high (1%) CO2 or air (0.04% CO2), were compared to those of PtWT 
(white bar) grown under the same conditions. Values are mean ± SD (n = 4–9). Statistical 
significance was determined using a t-test (**, P < 0.01; n.s., not significant). 
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3-3-7 アンモニア透過速度測定 
転写応答性解析によって、アンモニア添加時に珪藻アクアポリン候補遺伝子の
発現量が上昇したことから、環境アンモニア濃度に依存した、受動輸送によるア
ンモニアの取り込みが予想された。そこで、人工海水にアンモニアを添加して、
細胞添加後の培地中アンモニア濃度の減少速度の算出を試みたが、細胞間での
顕著な差は見られなかった (Figure 3-9)。 
逆に、無機窒素源が充分な環境において過剰な光が照射されると特定の珪藻種
からアンモニアが放出されることが報告されていた (Lomas et al., 2000)。そこで、
十分な硝酸添加条件で培養した細胞を用いて、過剰光を照射したときの経時的
なアンモニア濃度の変化を調べた。その結果、コントロールとした EGFP のみ
発現細胞 (PtG) と比べて、PtAQP1G では 1.7 ~ 3.2 倍、PtAQP2G では 4.3 ~ 8.8 倍
の速度で培地中のアンモニア濃度が上昇した (Figure 3-10)。このとき、培地中の
無機炭素濃度を測定すると、光合成によって無機炭素を消費した後に、NH3の排
出が始まっていた (Figure 3-11)。したがって、珪藻細胞は強光かつ低 CO2ストレ
スを受けることで NH3を放出していたことが分かった。 
 
 
 
Figure 3-9 NH3 uptake by P. tricornutum WT, PtAQP1G, or PtAQP2G. 
Time course of NH3 depletion from the bulk medium by PtG (white circles), PtAQP1G#3 
(grey circles), and PtAQP2G#5 (black circles) cells grown under low CO2 and nitorgen 
condition.  
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Figure 3-10 NH3 efflux in diatom cells expressing PtAQP1 or PtAQP2. 
A, Time course of changes in NH3 concentration in the external medium of cell cultures 
of PtG (white circles), PtAQP1G#3 (grey circles), and PtAQP2G#5 (black circles) grown 
in 0.04% CO2. NH3 concentration was monitored from the start of high light illumination 
(1500 μmol m-2 s-1) for 120 min. B, Maximum rate of NH3 efflux in cell cultures of PtG 
(white bar), PtAQP1G#3, PtAQP1G#4, and PtAQP1G#6 (grey bars), and PtAQP2G#3, 
PtAQP2G#5, and PtAQP2G#12 (black bars). T-tests were performed between PtG and 
PtAQPnGs (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001). 
 
 
Figure 3-11 Time course of DIC depletion and NH3 efflux by PtG, PtAQP1G, and 
PtAQP2G. 
A, NH3 efflux in air-grown PtG, PtAQP1G#3, or PtAQP2G#5 without additional HCO3
-. 
B, NH3 efflux in air-grown PtG, PtAQP1G#3, or PtAQP2G#5 with additional 4 mM 
HCO3
- (t = 0 min). Blue and orange plots indicate NH3 and DIC concentration in the 
medium respectively. 
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3-3-8 光合成活性測定 
珪藻 AQP が二酸化炭素もしくはアンモニアを透過するデータを得ることは
できたが、受動輸送によってガス分子の透過性を制御する生理的意義は明らか
となっていない。予想としては、AQP を発現することで二酸化炭素の透過性が
上昇すると、高い環境 CO2 濃度では、受動輸送による炭素獲得にメリットがあ
る。その一方で、低 CO2 環境では、重炭酸イオンを効率よく獲得しても二酸化
炭素へ変換された後に細胞外へ漏れ出しやすくなり、光合成速度を減少するデ
メリットが考えられる。そこで、PtAQP2 過剰発現体において、その光合成活性
に影響があるか調べるため、重炭酸イオン輸送体 SLC4 の阻害剤、DIDS を添加
して酸素電極による光合成パラメーターの算出を行った。その結果、DIDS 処理
を行わなかった場合は、光合成最大速度 Pmax およびその半分を示す無機炭素濃
度 K0.5 は PtWT と比較してもほとんど変化しなかったが、DIDS で処理すると
PtAQP2G において K0.5が顕著に上昇した (Figure 3-12; Table 3-6)。これは重炭酸
イオンの能動輸送が阻害された結果、過剰発現した PtAQP2 によって細胞内CO2
がより多く漏出してしまい、PtWT と比較して炭素固定の無機炭素に対する親和
性が低下したことを示している。 
 
Figure 3-12 The kinetics to determine photosynthetic parameters in PtWT and 
PtAQP2G. 
A, Plots of O2 evolutional rate at various [DIC] at pH 8.2 and 20℃ in PtWT in the absence 
(white) or the presence of DIDS (black) and PtAQP2G in the absence (blue) or the 
presence of DIDS (red). The cells were grown in low CO2. B, Photosynthetic parameters, 
Pmax (white bars) and K0.5 (black bars), in PtWT or PtAQP2G in the absence or the 
presence of DIDS.  
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Table 3-6 Photosynthetic parameter in PtWT and PtAQP2G  
in the presence of DIDS. 
 
 
3-3-9 PtAQP2Gによる無機炭素取り込み速度測定 
光合成活性測定の結果より、環境 CO2濃度が高いときに、細胞膜局在の AQP
によって CO2を細胞内へ受動輸送する可能性が考えられた。そこで、珪藻 AQP 
が実際に無機炭素獲得に影響するのかどうか、高 CO2環境培養した PtAQP2G を
用いて DIC 取り込み速度を測定した。しかし、結果は予想と反して、PtWT と比
較しても顕著な差を得ることができなかった (Figure 3-13)。 
 
 
 
 
Figure 3-13 DIC depletion and evolution by PtWT or PtAQP2G. 
A, Time course of DIC depletion (t = 0–240 s) in light and evolution (t = 240–300 s) in 
dark by PtWT (closed circles) and PtAQP2G#5 (open circles) grown in 1% high CO2. 
DIC evolution was measured from t = 240 s after the removal of the external DIC (dashed 
line). Data are mean ± SD (n = 3). B, Time course of DIC depletion (t = 0–240 s) in light 
and evolution (t = 240–300 s) in dark by PtWT (closed circles) and PtAQP2G#5 (open 
circles) grown in low CO2. Data are mean ± SD (n = 3). 
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3-3-10 クロロフィル蛍光測定 
 一般的に、過剰な光エネルギーを受けると、光独立栄養生物はその余剰エネル
ギーを蛍光 (光化学的消光: photochemical quenching, PQ) や熱 (非光化学的消光: 
non-photochemical quenching, NPQ) として放出したり、光エネルギーを受容しに
くいように光アンテナタンパク質を構造変化（ステート遷移；ただし本研究で用
いた珪藻細胞ではステート遷移は行わないとされている）させたりする (Fujita 
and Ohki, 2004)。この変化を簡易的に測定するのがクロロフィル蛍光測定である。
これにより、過剰光が照射されているとき、どの程度の光が葉緑体で受容され、
蛍光エネルギーに変換されているか。その差から、熱エネルギーとして放出され
ているかを算出することが可能である。さらに、アンモニアは生体にとって脱共
役剤となり、電子伝達によって生じるプロトン駆動力を阻害する。そして、この
プロトン駆動力は NPQ 発生のトリガーであることが報告されている (Lavaud 
et al., 2002)。つまり、過剰光照射により珪藻細胞からアンモニアが放出される生
理的意義は、葉緑体におけるアンモニアによる脱共役を防ぎ、強光ストレスに耐
えるためと推測される。では、AQP を過剰発現することで、過剰光に対する 
NPQ は変化するか、またアンモニアの毒性を減衰できるか調べた。 
  まず、照射する光強度を変えたときの、コントロール細胞 (EGFP のみ発現細
胞、PtG)、PtAQP1 過剰発現体、および PtAQP2 過剰発現体の NPQ の変化を調
べた。その結果、どの細胞においても、光強度に比例して  NPQ が上昇した 
(Figure 3-14A)。特に強光 (1100 µE) 照射時において、PtAQP1GもしくはPtAQP2G
は PtG と比べて高い NPQ を示した (Figure 3-14B)。さらに、脱共役剤となるア
ンモニアを添加して同様に NPQ 変化を調べた結果、PtG では 2 mM アンモニア
添加の時点で NPQ が約 1 にまで低下したのに対し、PtAQP1G および PtAQP2G
では 1.7 以上を保っていた (Figure 3-14; Figure 3-15)。 
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Figure 3-14 PAM assays in diatom cells expressing PtAQP1 or PtAQP2. 
A, NPQ of cell cultures of PtG (white circles), PtAQP1G#3 (grey circles), and 
PtAQP2G#5 (black circles) with a spectrum of actinic light from 7 to 1100 μmol m-2 s-1. 
B, NPQ of PtG (white bar), PtAQP1G (#3, #4, and #6, grey bars) and PtAQP2G cells (#3, 
#5, and #12, black bars) exposed to actinic light intensity of 1100 μmol m-2 s-1 in the 
absence (left) or presence (right) of 2 mM NH4Cl. All values are mean ± SD (n = 3). t-
tests were performed between PtG and PtAQPnGs (**, P < 0.01; ***, P < 0.001). 
 
 
Figure 3-15 Effects of inhibitors of chlorophyll fluorescence on non-photochemical 
quenching in PtAQP1G and PtAQP2G cells. 
NPQ of PtG, PtAQP1G (#3, #4, and #6), and PtAQP2G cells (#3, #5, and #12) exposed 
to actinic light intensity of 1100 μmol m-2 s-1 in the absence (white bars) or presence of 1 
(light gray bars), 2 (dark gray bars), or 5 mM (black bars) NH4Cl, and another uncoupler, 
0.1 mM carbonylcyanide m-chlorophenyl-hydrazone (CCCP, blue bars). Values are mean 
± SD (n = 3–5). Statistical significance was determined using a t-test (**, P < 0.01; ***, 
P < 0.001; n.s., not significant). 
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3-3-11 グルタミン合成阻害実験 
3-3-10 では外部からアンモニアを添加した際の光防御の変化を調べた。実際
の細胞においては、細胞内に蓄積したアンモニアで光阻害が生じる、それを防ぐ
ために細胞膜局在の AQP がアンモニアを細胞外へ放出していると考えられる。
そこで、グルタミン合成酵素を阻害して、アンモニア同化を律速することで疑似
的に細胞内のアンモニア濃度を上昇すると光合成活性に差が生じるのではない
かと予想した。今回、グルタミン合成酵素阻害剤として一般的な除草剤として用
いられている glufosinate (バスタ TM, BASF, Ludwigshafen am Rhein, Germany) を
用いて酸素電極による光合成パラメーターの算出を行った。その結果、
glufosinate 処理によって Pmax 低下、K0.5上昇、Fv/Fm 低下がどの細胞においても
生じた (Figure 3-16)。つまり、今回の処理条件では阻害剤の影響が強すぎたため
に、すべての細胞で光阻害を発生させてしまった。ただし、NPQ の値は、コン
トロール細胞 (PtG) と比較すると高く維持されていたことから (Figure 3-16D)、
PtAQP1 または PtAQP2 過剰発現によってアンモニア耐性が上昇した可能性が
ある。 
 
 
 
   
 
Figure  3-16 Photosynthetic parameters of PtG, PtAQP1G, and PtAQP2G in the 
presence of glutamine synthase inhibitor, glufosinate (0.1% Basta).
(A) Pmax, (B) K0.5 ,(C) Fv/Fm and (D) NPQ induced by actinic light at 1100 μmol m-2 s-1 
in PtG, PtAQP1G (#3, #4 and #6) and PtAQP2G (#3, #5 and #12). The minus (-) under 
white column means no Basta treatment. The plus (+) under black column means 0.1% 
Basta treatment. The error bar represents SD (n = 3).  
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3-4 考察 
 本研究では、海洋性珪藻における AQP の探索および機能解析を行った。これ
までに、二次共生藻類のゲノムにおいて AQP 候補遺伝子は確認されていたが、
実際の機能は不明であった。そもそも、水生微細藻類において AQP の機能解析
が行われた例はほとんどなく、緑藻 Chlamydomonas reinhardtii において、CrMIP1 
がグリセロールチャネルとして細胞内浸透圧の調整に関与すると予想されてい
た (Anderca et al., 2004)。今回、2 種の海洋性珪藻 Phaeodactylum tricornutum およ
び Thalassiosira pseudonana においてヒトやイネの既知 AQP 配列と相同性を示し
た AQP 候補を選抜し、EGFP 標識を用いた細胞内局在解析および過剰発現体を
用いた機能解析を行った。その結果、細胞膜に局在する珪藻 AQP が CO2もしく
は NH3 透過性を示したことから、環境変化によって細胞膜におけるガス透過を
制御する可能性が示唆された。また、細胞膜局在型 AQP を過剰発現することで
NPQ が上昇したことから、細胞内のガス分子濃度を調節することで光防御に関
与することが考えられた。二次共生によって成立した珪藻特徴的な 4 重の葉緑
体胞膜における物質透過も AQP が制御する可能性を示した。加えて、ケイ素を
取り込み自己組織化する（バイオミネラリゼーション）の特徴があるため、その
際に大量の水分子が必要になると考えられており、AQP による水分子透過性の
制御は重要ではないかという推測もされている (Kröger et al., 2000)。以上のこと
から、珪藻 AQP の機能的意義は他種生物とは異なる可能性が考えられ、海水中
での環境応答にチャネルによる受動輸送がどのように関与しているかを知る手
がかりとなる。 
 
アンモニア透過の生理的意義 
 アンモニア添加時に転写量が増加した AQP は NH3 透過性を有している可能
性が高いと考えられた。実際に、細胞膜局在型を示した PtAQP1 および PtAQP2
を過剰発現すると過剰光照射による NH3 の漏れ出し速度が上昇した (Figure 3-
10)。一般的に GS-GOGAT によるアンモニア同化が阻害された場合、葉緑体内に
蓄積したアンモニアが細胞外へ排出されると考えられる。そして、アンモニア同
化を阻害する要因としては、低 CO2 環境でのカルビンサイクル抑制、低塩や強
光のよって発生する reactive oxygen species: ROS による光化学系の傷害、グル
タミン合成酵素の阻害があげられる。本研究では、1500 µE の強光照射を 120 分
行った。これにより、培地中の無機炭素は枯渇し (Figure 3-11)、かつ光化学系に
負荷がかかることでアンモニア同化が抑制されたと考えられる。細胞内に蓄積
されたアンモニア分子は葉緑体チラコイドにおいて、アンモニウムイオンとな
り、脱共役を引き起こす。これにより、葉緑体チラコイドの ΔpH が解消されて
82 
 
しまい、ATP 合成、キサントフィルサイクルが阻害 (Belkin and Boussiba, 1991)、
またアンモニウム分子が直接 Mg クラスターに結合する (Navarro et al., 2013; 
Oyala et al., 2015) ことで PSII を阻害する。結果、光阻害が生じ、アミノ酸合成
が滞ってアンモニアが細胞内へ蓄積、細胞外へ排出したと考えられる。 
このような強光時のアンモニア排出現象は古くから報告されており、1983 年、
淡水生緑藻 C. reinhardtii において窒素欠乏かつグルタミン合成酵素阻害下でア
ンモニアの排出が生じた (Florencio and Vega, 1983)。同様に C. reinhardtii を低 
CO2環境にさらすとアンモニアが排出された (Azuara and Aparicio, 1983)。珪藻で
は、Skeletonema costatum、Thalassiosira weissflogii、および Chaetoceros sp.におい
て窒素源が充分に存在する環境下で急激な光量の変化によって、アンモニアの
排出が報告されている (Lomas et al., 2000)。P. tricornutum では暗環境で低塩条件
にさらすことでアンモニアの排出が生じることが明らかとなった (Alwyn and 
Rees, 1995)。このような報告例に共通した点は、どれも環境ストレスによってア
ンモニア排出が引き起こされているということである。こういったアンモニア
排出現象は一見無駄に見えることから無益回路と呼ばれ、過剰な生物的エネル
ギー (ATP, NADPH) の消費に関与していると考えられている。これまで、無益
回路におけるアンモニアの排出は AQP によるという仮説が立てられていたが、
実際に直接的な証拠は見つかっていなかった。したがって、今回の研究報告は、
珪藻 AQP がアンモニア無益回路の NH3 放出に関与することを支持したデータ
となった。 
 
AQP 共局在について 
 EGFP タグを用いた細胞内局在解析の結果、候補の一つである PtAQP1G が細
胞膜と CER に共局在した (Figure 3-5)。これは、他生物の AQP においても発見
されている現象である。例えばタバコ NtAQP1 では細胞膜と葉緑体内膜への共
局在が (Uehlein et al., 2008)、シロイヌナズナ AtTIP3;1 および AtTIP3;2 において
は細胞膜と液胞膜への共局在がそれぞれ観察された (Gattolin et al., 2011)。この
ような AQPの膜局在メカニズムもイネやシロイヌナズナを用いて解析されてい
る。AQP タンパク質の N 末端には、ER からゴルジ小胞へのタンパク質輸送を
担う coat protein (COP) II 認識部位が存在すること (Zelazny et al., 2009; Sorieul et 
al., 2011)、また PIP の 3 番目の膜貫通部位に LXXXA のコンセンサス配列が存
在すること (Chevalier et al., 2014)、そして C 末端には分泌経路に必要なリン酸
化部位が同定された (Prak et al., 2008)。2012 年には膜タンパク質の膜移行に関
与する N-ethylmaleimide-sensitive factor (SNARE) タンパク質が AQP においても、
その膜移行に需要であることが示された (Besserer et al., 2012)。珪藻においては、
膜タンパク質の膜輸送機構は不明であり、2015 年に SNARE タンパク質が細胞
83 
 
分裂時に機能していることが報告され (Tanaka et al., 2015)、今後、他の膜タンパ
ク質との関連が期待されている 。加えて、本研究で NH3透過性を示した PtAQP1
の膜貫通領域の 3 番目に LXXXA が存在していた (Figure 3-17) ことから、珪藻
においても高等植物と同様の生体膜輸送メカニズムが存在し、細胞膜と CER 共
局在に働く可能性が考えられる。 
 
CO2透過性について 
 転写応答解析の結果、PtAQP2 が Air と比較して高 CO2環境において転写量が
増加したことから (Figure 3-7)、環境 CO2濃度が高いときに細胞膜の CO2透過性
を制御している可能性を考えた。そして、実際に MIMS を用いて CO2 の膜透過
性を測定した結果、高 CO2 環境に順化した PtAQP2 を過剰発現すると野生型 P. 
tricornutum 細胞において CO2 の細胞膜透過性が上昇した (Figure 3-8)。したが
って、高 CO2環境では受動輸送によって CO2 を環境から取り込むと予想した。
しかし、光環境下での高 CO2 培養細胞において、その無機炭素取り込みに差が
見られなかった (Figure 3-13)。これは、高 pH 海水環境では HCO3-の割合が高く、
CO2気体分子としての取り込みが見えなかったためと考えられる。また、珪藻細
胞自体に未解明の高親和性CO2輸送体も存在している可能性もある。以上から、
AQP による CO2の受動輸送が、光照射時の無機炭素獲得に影響する顕著なデー
タを得ることが今回は困難であった。 
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Figure 3-17 Comparison of potential targeting regions of AQP candidates. 
AQPs from diatoms and human HsAQP1 or plant AQPs, Arabidopsis AtPIP2;1 and Zea 
mays ZmPIP2;5. A, Alignment of N-terminal regions, which contain diacidic motif; 
D/EXD/E (black squares). B, Alignment of the putative third transmembrane domains 
(TM3) which contain LXXXA motif (magenta squares). C, Alignment of C-terminal 
regions which contain the potential phosphorylated Ser (cyan squares) of AQP candidates. 
The putative TM1, TM3, and TM5 are indicated with grey areas. The alignments were 
performed with Clustal Omega. The potential phosphorylation sites were predicted with 
NetPhos 3.1. 
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受動輸送による物質取り込みについて 
 AQP を過剰発現することで、受動輸送による細胞内への物質取り込みが増加
すると予想していた。しかしながら、今回の実験結果では、AQP 過剰発現体に
おける CO2もしくは NH3の取り込みは上昇しなかった (Figure 3-9; Figure 3-13)。
これは、Rhesus (Rh) 因子と呼ばれるCO2もしくはNH3の能動輸送体は (Khademi 
et al., 2004; Endeward et al., 2008)、珪藻では未同定であるが存在すると考えられ
ており、もし CO2/NH3 輸送に関与しているならば、受動輸送による獲得を調べ
ることは困難である。また、翻訳後修飾によって輸送が制御されている場合もあ
る。例えば、AQP ループ B および C 末端に存在するセリン残基のリン酸化 (Prak 
et al., 2008)、ループ D のヒスチジン残基のプロトン化によって AQP の 4 量体中
心に存在する孔の開閉が制御されていることが報告されている  (Törnroth-
Horsefield et al., 2006)。実際に、珪藻 AQP 候補タンパク質のアミノ酸配列を既知
の修飾部位と比較したところ、loop B に存在するリン酸化セリン候補は PtAQP1 
Ser 89; PtAQP2 Ser 104; PtAQP3 Ser 106; PtAQP4 Ser 192; PtAQP5 Ser 68; TpAQP1 
Ser 65; および TpAQP2 Ser 104、C 末端においては PtAQP2 Ser 276; PtAQP3 Ser 
277; PtAQP4 Ser 375; TpAQP1, Ser 215; および TpAQP2, Ser 361 に存在していた。
Loop D に存在するプロトン化ヒスチジン候補としては PtAQP3 His 185; PtAQP4 
His 289; PtAQP5 His 168; および TpAQP2 Ser 182 が見つかった (Figure 3-18 )。
これらのアミノ酸残基を置換することで AQPゲートの開閉を制御できる可能性
がある。また、ヒト AQP1 には cGMP 結合部位 (RRRR) が存在し、ゲート開閉
に関与していることが報告されているが、珪藻には相同部位は存在しなかった
ことから、独自の開閉システムを有している可能性がある。 
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Figure 3-18 Alignment of diatom AQP candidate proteins and already known CO2 
or NH3 channels. 
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Diatom AQP candidate proteins are PtAQP1-5, TpAQP1 and 2. HsAQP1, NtAQP1, 
AtPIP1;2 and HvPIP2;1 were used as CO2 channel. GmNOD26 and AtTIP2;1 were used 
as NH3 channel. Black squares and grey areas indicate 2 asparagine-proline-alanine 
(NPA) motifs and putative transmembrane (TM) helices domains predicted by TMHMM, 
respectively. The aromatic/arginine (ar/R) constriction is comprised of four residues from 
TM2 and TM5 and the other 2 from loop E between TM5 and TM6, which are indicated 
at green arrow heads. Putative phosphorylation serines predicted by NetPhos are indicated 
in cyan squares. Predicted protonation histidine are indicated in magenta squares. Only 
HsAQP1 possess 4 Arg residue as cGMP binding site which are indicated as red figures. 
 
珪藻 AQP の水透過性について 
 珪藻 AQP の水透過性の有無に関して、本研究からは判断できなかった。AQP
過剰発現体を用いて、塩濃度を変更した培養および顕微鏡による細胞観察でも、
顕著な変化をみることができなかった。しかし、過去の研究報告において、AQP
のアミノ酸配列から水透過性が予測されている。例えば、ヒト HsAQP1 では水
透過チャネルタンパク質としての立体構造が解析され、水分子が透過する孔に
位置するアミノ酸配列が高度に保存されていることが明らかとなった (Sui et al., 
2001)。これが HsAQP1 の ar/R 領域、F-H-C-R である。この Sui らが示した法則
より、緑藻 AQP のサブファミリーの 1 つである MIPE や褐藻 AQP、および 
PtAQP2 の ar/R 領域が F-H-C-R であることから、水透過性を有する可能性は高
い (Table 3-4; (Khabudaev et al., 2014)。一方、グリセロールチャネルの ar/R 領域
は W-V-A-R で保存されており、GmNOD26 においてはアンモニア透過性も報告
されている。同様の ar/R 領域を有するのは PtAQP1、PtAQP4、および PtAQP5 で
あったことから、これらの珪藻 AQP はグリセロール透過性とアンモニア透過性
を同時に有する可能性がある (Table 3-4)。 
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第四章 総合考察 
 海洋性珪藻は海洋において鉄欠乏や低 CO2、低硝酸塩などの飢餓環境、逆に
高 CO2、高アンモニア、強光といった過剰ストレスに対しても、それぞれ適切
に順化することで生存を可能としている。これまで、環境ストレス応答の分子
メカニズムは動物、陸上植物、酵母、バクテリア、緑藻、またはシアノバクテ
リアなどを用いた例が圧倒的に多く、海洋の優占種である珪藻類の知見は未だ
不足している。しかし、分子生物学的ツールの発展により、過剰発現体、ノッ
クダウン、もしくはノックアウト体を用いた標的遺伝子の機能解析が急速に進
められている。 
 本研究では、海洋性珪藻のモデル種、中心目珪藻 Thalasiosira pseudonana と羽
状目珪藻 Phaeodactylum tricornutum において、複数の環境因子、鉄、CO2、窒素
源、または光に対する応答を解析した。第二章では、T. pseudonana における鉄
飢餓応答の解析により、海洋性珪藻にとって初期鉄飢餓または深刻な後期鉄飢
餓時にそれぞれ発現する 2 つのプロモーターを単離することに成功した。この
鉄応答性プロモーターを利用した鉄飢餓特的な EGFP 蛍光を測定することで、
簡易に海水の鉄飢餓を判別することが可能である。第三章では、T. pseudonana と
P. tricornutum における新奇アクアポリンの探索および機能解析を行った。CO2も
しくは NH3 透過性を制御し、かつ過剰光に対する防御機構に関与していること
を示した。これまでゲノム情報を基に予想されていた微細藻類 AQP の生体内で
の機能について、実際の珪藻細胞を用いて解析を行った初めての例である。本章
では、これらの解明課程において得られた知見、今後の研究課題および注目点な
どをまとめた考察を行う。 
 
鉄バイオレポーターの今後 ～第二章より～ 
第二章より、TpFTR1 プロモーター直下に egfp を連結し、鉄飢餓に応答して
EGFP 蛍光を上昇する珪藻の鉄バイオレポーターを作製することに成功した。こ
れにより、実際の海洋から採取した海水においても、珪藻が鉄飢餓になるか判別
が可能であると考える。海洋環境には、生物が利用可能な鉄が枯渇し、活発に生
育を行うことができない海域があると推測される。そのような無機分析技術で
は判別できなかった鉄飢餓を特定し、鉄散布による海洋資源の増産が期待され
る。しかし、実用化に向けては様々な問題がある。例えば、今回単離した FTR は
羽状目珪藻 P. tricornutum には存在しないため、種によって異なる鉄応答機構を
解明する必要がある。また、海洋に鉄を撒くことが環境にどういった影響をもた
らすか不明である。不用意に鉄散布は、意図しない藻類や微生物、毒性を有する
生物種の大量発生を引き起こしかねない。本来は海流によって流れていくはず
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の栄養素が、人為的に消費された結果、海洋における生態系を破壊する可能性も
危惧される。今後、海洋でのさらなるデータ収集や他種藻類を用いた鉄バイオレ
ポーターの構築が必要である。 
 世界中の海洋におけるデータ取得のための大規模プロジェクトが既に進めら
れている。Tera Oceans と名付けられたプロジェクトでは、2009 年～2013 年に渡
り、世界各地の海洋から 35,000 以上ものサンプリングを行い、生物地理学的な
特色のある 20 の地方から 210 の異なる生態系を解析した (Pesant et al., 2015)。
異なる海域、深度から採取した海水に含まれる成分や、生息していた生物種、そ
して、真核生物だけでなく、アーキア、ウィルスも含めて全ての遺伝子データが
取得された。今後、膨大なデータを系統解析し、いかに体系化するかが課題であ
る。また、アジア近海でのデータ収集が終了していないため、最終的に全世界の
海洋データが蓄積されることが望まれる。このデータを活用することで、目的の
海域に特定の藻類を標的とした鉄散布も可能と予想される。刻一刻と変化する
環境を追跡する衛星観測と、Tera Oceans、そして各生物種における環境応答機構、
これらを統合することで、地球環境の変動をより精確に予測し、対策することが
可能と考える。 
 
珪藻 AQP による受動輸送モデル ～第三章より～ 
 第三章の EGFP タグを用いた細胞内局在解析によって、細胞膜、CER、または
液胞膜局在 AQP を発見した。そして、遺伝子発現解析によって、高 CO2、低 CO2、
硝酸、およびアンモニア条件において珪藻 AQPs は発現していたことから、細胞
内外の基質濃度勾配に応じて、受動輸送を行う可能性を示した。さらに、機能解
析によって、細胞膜局在型 PtAQP1 および PtAQP2 の CO2/NH3 透過性を実証し
た。以上から、珪藻細胞における細胞内受動輸送モデルを考える (Figure 4-1)。 
通常大気圧環境下における海洋では、炭素源として重炭酸イオンを、窒素源と
して硝酸イオンを、それぞれ生体エネルギーを消費する能動輸送によって獲得
する (Figure 4-1A)。一方、環境 CO2 濃度を上昇させた場合は PtAQP2 の転写量
が、NH3濃度を上昇させた場合は PtAQP1 および PtAQP2 の転写量が、それぞれ
増加した (Figure 3-7A)。このことから、高 CO2/高 NH3 環境時には AQP を用い
た受動輸送による溶存ガス獲得に切り替わると推測する (Figure 4-1B)。さらに、
環境の変化によって、強光、炭素源欠乏、窒素源欠乏、または硝酸還元阻害が生
じると、葉緑体内にアンモニアが蓄積するため、珪藻 AQP はアンモニアを排出
する方向に機能する (Figure 4-1C)。これがアンモニアによる電子伝達の脱共役
を防ぎ、Figure 3-14 のように過剰光エネルギーを熱として放散する NPQ 値を高
く維持することで、光防御に機能すると推測される。 
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Figure 4-1 AQP transporting model in marine diatom cell for photoprotection. 
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A, Nitrate will be transported into the cell as a nitrogen source and converted to nitrite in 
the chloroplast. The nitrite reductase (NiR) convert the nitrite to ammonia, which 
glutamate will be synthesized with α-ketoglutaric acid (α-KG) from TCA cycle. The 
glutamate will be converted to glutamine. Bicarbonate will be transported into the cell as 
a carbon source and converted to CO2 by carbonic anhydrase (CA) in chloroplast to fix 
in the Calvin cycle. Marine diatoms possess urea cycle to produce urea from CO2 and 
NH3 in mitochondrion and chloroplast. Photosystem absorb the light energy and transfer 
the electrons to produce ATP and NADPH on the thylakoid membrane. B, High 
concentration of environmental CO2/NH3 will switch to the passive transportation of 
CO2/NH3 using AQPs. C, High-light and carbon-depleted condition cause photoinhibition. 
To protect the cell from the damage, some dissipation systems of excess biochemical 
energy (E: NADPH or ATP) will work, photorespiration, NPQ, or futile cycle. PtAQP1 
or PtAQP2 will work as futile cycle of CO2/NH3 on the plasmamembrane. 
 
 
今後の研究と課題 
これまでに、海洋性珪藻における鉄飢餓や低 CO2、高アンモニア、もしくは強
光といった環境ストレス応答を解析し、それらの結果から環境応答制御機構に
ついて考察を行った。第二章では、海洋性珪藻の鉄応答性因子が、相互作用する
ことで転写制御を行う可能性を示した。第三章では、細胞内局在や透過基質の異
なる AQPが、環境変化に応じて機能分担を行う可能性を示した。以上の結果は、
海洋性珪藻がシアノバクテリアや緑藻だけでなく、動物や陸上植物とも多くの
類似点を有していることを示唆しており、生物進化を考える上で非常に興味深
いものである。現在、当研究室では、鉄や炭素源、および窒素源のみならず、そ
の他の代謝機構に関与する因子においても解析が進められている。今後、これら
の機能解析を総括することで、海洋における環境応答モデルを構築することが
必要であると思われる。 
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